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第１章 序論 
 
 グルコース－１－リン酸（G-1-P）は，生体における糖代謝過程に存在す
る中間体であることから様々な生理活性作用が期待されている．G-1-P の用
途としては，医薬用途やヘルスケア関連商品への応用が検討されている．医
薬用途としては，心臓薬，精神刺激剤，強壮剤，骨や歯への Ca 吸収促進剤
等への応用（Vandamme ら，1987），抗炎症剤，免疫抑制剤等（Parich ら, 1990）
の報告がある.また，Table 1-1 は G-1-P の医薬，ヘルスケア用途に関する
公開特許を示したものである．Table 1-1 から，骨や歯への Ca 強化剤，心
臓関連の治療剤，抗腫瘍剤，腸機能改善剤等の用途の他，果実，野菜の品質
改良材，抗老化皮膚組成物等の用途も検討されていることがわかる．また，
医薬関連以外の企業からの特許出願も多く，広い応用展開が期待されている
ことがうかがえる．一方，多糖，糖誘導体等の化学的，生化学的合成の反応
基質としての利用に関する研究も行われており，van Dam ら（1987）はグル
コン酸の合成，Kitamoto ら（1988）はトレハロース合成，Kitaoka（2007）
は種々のオリゴ糖の合成に関する報告をしている．その他にも，Table 1-2
に示すように直鎖構造，分岐構造，環状構造の多糖や二糖類の合成，糖誘導
体合成等に関する特許が出願されている．また，民間企業だけでなく大学や
公立研究機関からも積極的に特許出願が行われており，この分野においても
G-1-P の応用展開が大いに期待されていると考えられる． 
このように，G-1-P には様々な用途が期待されるが，実用的な規模での
G-1-P 製造方法はいまだ確立されておらず，汎用的な利用には至っていない．
G-1-P の実用的な生産プロセスを確立し，高純度の G-1-P を安価に供給でき
るようになれば，ヘルスケア関連分野をはじめ，医薬品以外の様々な用途
への応用が可能になると考えられる． 


 4 
G-1-P は，式（1-1）に示すように，デンプン等の多糖を構成するα-1,4-
グルカンとリン酸（塩）を基質として，ホスホリラーゼ(EC2.4.1.1)による
加リン酸分解反応により合成される． 
 
(α-1,4-glucan)n + リン酸（塩） 
              (α-1,4-glucan)n-1 + G-1-P   (1-1)  
           
 ホスホリラーゼの起源は，動物，植物，微生物等広く自然界におよんでお
り，各種起源のホスホリラーゼの構造や特性の解析がこれまでに多くの研究
者により行われている. 例えば， Fukui ら（1982），Newgard ら（1989），
Kitaoka と Hayashi（2002）により報告されている． 
さらに，ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応や多糖合成反応の動力学
的検討に関しても，多くの研究者により研究されており，代表的な報告を
Table 1-3 に示す．Chao ら（1969）は，Escherichia coli 由来のホスホリ
ラーゼを使用し，マルトヘプタオースとリン酸塩を基質として反応初速度解
析を行い，その反応機構としては，迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムで
表すことができることを報告している．Gold らは，ウサギ筋肉由来のホス
ホリラーゼ（1970）とジャガイモ由来のホスホリラーゼ（1971）を用いて加
リン酸分解反応の動力学について検討し，いずれの場合も迅速平衡ランダム
Bi Bi メカニズムで表せることを報告している．Shimomura ら(1982)は，ホ
ウレンソウ，ジャガイモ，ウサギ筋肉由来のホスホリラーゼの種々のグルカ
ンに対する反応特性を検討し，酵素－グルカンの結合モデルから３タイプの
ホスホリラーゼ分類を提案している．Ariki と Fukui(1977)は，ウサギ筋肉
とジャガイモ由来のホスホリラーゼに対するグルコース類似構造物の親和
性から，ホスホリラーゼによる反応のメカニズムについて検討している．
ホスホリラーゼ 
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また, Kitaoka らは， Cellvibrio  gilvus 由来のセロビオースホスホリ
ラーゼを用いて，加リン酸分解（1992（A））およびセロビオース合成（1992
（B））の反応メカニズムについて検討し，加リン酸分解反応は，オーダード
Bi Bi メカニズムで整理でき，セロビオース合成反応においては，基質であ
るグルコースが拮抗的に阻害することを報告している． 
ホスホリラーゼを用いた G-1-P の生成を目的とした研究としては，Table  
1-4 に遊離の酵素を用いた研究報告を，Table 1-5 に固定化ホスホリラーゼ
を用いた G-1-P 生成に関する研究報告をまとめた．遊離のホスホリラーゼを
用いた検討においては，Nidetzky と Weinhausel らが，微生物やジャガイモ
由来のホスホリラーゼを用い，マルトデキストリンやデンプンを基質として
G-1-P 生成検討を行い，ホスホリラーゼとプルラナーゼを併用することで，
デキストリンやデンプンの反応率を向上できることや，メンブレンリアクタ
ーを用いた G-1-Pの連続生産について報告している（例えば， Nidetzkyら，
1997; Weinhausel ら，1995）. 
固定化ホスホリラーゼの研究に関しては，Daurat ら（1982）が, 硫酸ア
ンモニウムによりジャガイモジュースを部分的に精製して得たホスホリラ
ーゼを，DE-52 cellulose，Octyl Sepharose 4B，Sepharose 4B に固定化し
ている.特に，Kumar らが精力的な研究を行っており，ポリアクリルアミド
ゲル，アルギン酸ビーズ，ゼラチン，DEAE-Cellulose，卵の殻，アルミナ等
への固定化例を報告している（例えば，Kumar と Sanwal，1981; Pavgi- 
Upadhye と Kumar，1996; Srivastava ら，1996）．さらに，Venkaish と Kumar
（1995）は，固定化ホスホリラーゼを安価に得る方法として，デンプン工場
の排水中からホスホリラーゼを精製し，卵の殻に固定化し，得られた固定化
ホスホリラーゼの反応性や安定性に関して報告している． 
しかしながら，これまでに報告されている研究においては，反応系の基
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質濃度や酵素濃度が低いため，生成される G-1-P濃度が低く，実用的な G-1-P
生産と言う視点においては，これらの知見をそのまま適用することはできな
かった．G-1-P の工業的生産技術を確立するためには，高濃度の G-1-P を低
コストで効率よく生成することができる反応技術の開発が必要と考えられ
た． 
 本研究では，効率的な G-1-P 生成プロセスの確立を目的とし，以下の検討
を行った．まず，第２章，第３章では，ジャガイモ由来の精製ホスホリラ
ーゼを用いて，それぞれ，反応初速度および反応平衡を取り扱い，G-1-P 生
成反応に関する基礎的な検討を行いその結果をまとめた．さらに，第４章
において，第２章，第３章で得られた知見を基に，実用的な生産に適用でき
る具体的な反応システムの開発を目的として，固定化酵素による G-1-P 生成
プロセスについて検討しその結果をまとめた．  
第２章では，精製したジャガイモホスホリラーゼを用いて，反応初速度
から G-1-P 生成反応のメカニズムについて検討した． 
その結果，低基質濃度領域においても基質阻害の影響が確認され，反応
メカニズムとしては，迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムと基質阻害の影
響とを複合した反応モデルで整理できることがわかった． 
第３章では，高基質濃度系での G-1-P 生成反応において平衡到達 G-1-P
濃度と基質濃度や酵素濃度との関係について精製ホスホリラーゼを用いて
検討した． 
その結果，酵素濃度（活性）を高くすることで，酵素に対する基質阻害
の影響が低減され，高濃度の G-1-P を生成できることがわかった．また，見
かけの平衡定数を定義し，初期基質濃度から平衡到達 G-1-P 濃度を推算でき
る式を導出した． 
第４章では，ホスホリラーゼの固定化に適した担体を選択し，さらに，
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固定化ホスホリラーゼを用いた G-1-P 生産プロセスについて検討した． 
その結果，未精製のジャガイモジュースから直接ホスホリラーゼを強塩
基性陰イオン交換樹脂に選択的に吸着固定化できることがわかった．得られ
た固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアクターを用いて，実用化のた
めの安定性，操作因子，生産性，スケールアップ等に関する検討を行った． 
 最後に，第５章にて，本研究で得られた研究成果について総括した． 
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第２章 精製ホスホリラーゼによるデキストリンの加リン酸 
分解の反応メカニズム解析 
 
２-１ 緒言 
 ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応の反応動力学的な研究は，これま
でに多くの研究成果が報告されている．例えば，Chao ら（1969）は，
Escherichia coli 由来のホスホリラーゼを使用し，マルトヘプタオースと
リン酸塩を基質として反応初速度解析を行い，その反応機構としては，迅速
平衡ランダム Bi Bi メカニズムで表すことができることを報告している．
さらに，彼らは，加リン酸分解反応の初期段階から多糖合成方向の反応も同
時に進行していること，および限界デキストリンとして知られているマルト
テトラオースがマルトヘプタオースの拮抗阻害剤として作用することを報
告している．Gold ら（1970，1971）は，ウサギ筋肉由来およびジャガイモ
由来のホスホリラーゼを用いて加リン酸分解反応の反応動力学を検討し，い
ずれのホスホリラーゼの場合も，迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムで表
せることを報告している． 
 Chao らおよび Gold らの研究は，ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応
の反応動力学的解析を目的としており，希薄な基質濃度条件での検討であっ
た． Chao らの研究は，リン酸塩濃度 6.63 ｍＭ，マルトヘプタオース 20.6 
ｍＭの条件で行われている．また，ジャガイモ由来のホスホリラーゼを用い
た Gold ら(1971)の研究は，リン酸塩 6.67 ｍＭ，アミロペクチン 7.28 ｍＭ
（グルコース分子基準のモル濃度）の条件であった．しかしながら，G-1-P
の工業的生産プロセスを確立するためには，反応工程でできるだけ高濃度の
G-1-P を得ることが有利と考えられ，高濃度の基質条件での知見が必要と考
えられる．高濃度基質条件での G-1-P 生成反応に関する検討としては，
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Weinhausel ら(1995)や Nidetzky ら(1997)の報告がある．Weinhausel ら
(1995)は，ＤＥ（Dextrose Equivalence）が 7（平均重合度 14.3），19（平
均重合度 5.3），15－17（平均重合度 5.9－6.7）のマルトデキストリンを用
い，マルトデキストリン濃度 10－115 ｇ・Ｌ -1，リン酸塩濃度 50－750    
ｍＭの条件で検討し，Escherichia coli 由来のホスホリラーゼに対するリ
ン酸塩の阻害定数を 2.6±0.3 Ｍと報告している．Nidetzky ら(1997)は，マ
ルトデキストリン濃度 30－250 ｇ・Ｌ-1，リン酸塩濃度 260－600 ｍＭの条
件で検討し，ジャガイモホスホリラーゼに対するマルトデキストリンの阻害
定数を 131 ｇ・Ｌ-1 と報告している．しかし，マルトデキストリンの分子量
の記載はなく，基質阻害に関して我々のデータと詳細な比較はできない． 
 本章においては，G-1-P の工業的生産技術を開発する上で基礎となる高濃
度基質条件での反応メカニズムの提案を目的とし，ジャガイモ由来の精製ホ
スホリラーゼを用い，直鎖および分岐を有する各種鎖長のデキストリンとリ
ン酸塩を基質とする G-1-P 生成反応の反応メカニズムについて検討した． 
  
２-２ 実験方法 
２-２-１ 使用した試料 
 デキストリンとしては，α-1,4-グルカンのみからなる直鎖デキストリン
とα-1,4 結合とα-1,6 結合を有する分岐デキストリンを使用した．直鎖デ
キストリンは，生化学工業（株）製の生化学試薬純度のマルトトリオース 
（Ｇ３），マルトテトラオース（Ｇ４），マルトペンタオース（Ｇ５），マルト
ヘキサオース（Ｇ６），マルトヘプタオース（Ｇ７）を使用した．分岐デキス
トリンは，松谷化学工業製（株）のパインデックス＃１，パインデックス  
＃２，パインデックス＃１００を使用した．これらは，平均重合度（ＤＰ）
12：（ＤＰ≧8：75％），平均重合度（ＤＰ）：9（ＤＰ≧8：68％），平均重合
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度（ＤＰ）：25（ＤＰ≧8：95％）の工業グレードのデキストリンである．リ
ン酸塩としては，和光純薬工業（株）製の試薬純度のリン酸二水素カリウム   
（ＫＨ２ＰＯ４）とリン酸水素二カリウム（Ｋ２ＨＰＯ４）を使用した．グル
コース-１-リン酸ナトリウム（G-1-P・Ｎａ）（純度 98％以上）はシグマア
ルドリッチジャパン（株）製を使用した．また，本研究で使用した他の試薬
は，すべて特級グレードの試薬を使用した． 
 
２-２-２ 分析方法 
２-２-２（１） ホスホリラーゼ活性の測定 
 ホスホリラーゼ活性は， Kamogawa ら（1968）の方法にしたがって第１章
で示したα-1,4-グルカンの加リン酸分解反応の平衡反応式（1-1）の多糖合
成方向の反応を利用して測定した．すなわち，G-1-P・Ｎａとデンプンを基
質として，生成するリン酸塩濃度を測定する方法である．本研究では，10  
ｍＭの G-1-P・Ｎａ，1％可溶性デンプン（ジャガイモ由来）を含有する 20  
ｍＭマレイン酸緩衝液（ｐＨ 6）を基質溶液とし，適量の酵素含有液を添加
し 30℃で 10 分間反応させ，生成したリン酸塩を Fiske と Subbarow(1925)
の方法で測定した．タンパク質濃度は Lowry ら(1951)の方法で測定した．ホ
スホリラーゼ活性は，1 分間あたり 1 μmol のリン酸塩を遊離させる活性を
1 Ｕと定義する．また，比活性は酵素由来のタンパク質 1 ｍｇあたりの酵
素活性を示す単位（Ｕ･ｍｇ-protein-1）である．  
２-２-２（２） 生成 G-1-P 濃度の測定 
 所定反応時間後の反応溶液 1 ｍＬにマグネシア混液（ 0.27 Ｍ         
ＭｇＣｌ２，1.9 Ｍ ＮＨ４Ｃｌ，0.26Ｍ ＮＨ４ＯＨ）を 4 ｍＬ加えて未反
応リン酸塩を析出させ遠心分離により除いた．上澄み液を 2 ｍＬ採取し  
3 ｍＬの 12％過塩素酸水溶液を混合した．この混合液を 2 本の試験管に
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0.5 ｍＬずつ採取し，一方の試験管に 2.5 Ｍの硫酸 0．5 ｍＬと脱イオン
水 1.5 ｍＬを加えて 10 分間煮沸し G-1-P を分解し，遊離したリン酸塩を
Fiske と Subbarow(1925)の方法で測定した．もう一方の試験管にも同様に
硫酸と脱イオン水を添加し煮沸せずブランクとした． 
２-２-２（３） デキストリン鎖長分布の測定 
 デキストリンの鎖長分布は，高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）に
より測定した．分離カラムはＴＳＫgel Ａｍｉｄｅ-80（東ソー（株）），検
出器は示差屈折計（ＲＩ，昭和電工（株））を使用した．溶離液は，アセト
ニトリル／水（１／１(重量)）を調製し，室温にて 1 ｍＬ･min-1の速度で供
給した．生化学工業㈱製のマルトトリオース（Ｇ３），マルトテトラオース
（Ｇ４），マルトペンタオース（Ｇ５），マルトヘキサオース（Ｇ６），マルト
ヘプタオース（Ｇ７）を標準物質とし各鎖長のデキストリン濃度を定量した． 
 
２-２-３ ジャガイモからのホスホリラーゼの精製方法 
 ホスホリラーゼは，Kamogawa ら（1968）の方法にしたがって市販のジャ
ガイモより精製した．Figure 2-1 にホスホリラーゼ精製の操作手順を示す． 
＜ジュース化＞ 
5 kg のジャガイモを洗浄し，皮をむき適当な大きさにスライスし，5 Ｌ
の酸化防止剤溶液（0.7%ハイドロサルファイト＋0.7%クエン酸ナトリウム）
に約 30 分 浸漬した後，水洗いしてからジューサーでジュース化した．得
られたジュースを約 1 時間氷水で冷却しながら静置し，沈殿したデンプン
を除いた．次に，デンプンを除いたジャガイモジュースを遠心分離（10000 Ｇ，
10 分，0℃）し，固形分を除いた．遠心分離で得た上澄みは，1 Ｎ水酸化ナ
トリウムでｐＨ 7.2 に調製した．本工程で 2530 ｍＬのジャガイモジュース
を得た． 
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Heat treatment (50-52ºC, 5 min)
Adsorption on starch (0ºC)
DEAE-Cellulose chromatography
DEAE-Sephadex chromatography
Potato
(wash, peal, slice)
Juicer treatment
Salting out with ammonium sulfate 
(Crystallization)
Purified posphorylase
(-5ºC Chamber)
Potato juice
Fig. 2-1 　Procedure of the purification of potato phosphorylase
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＜加熱処理＞ 
得られたジャガイモジュースを 55℃の恒温槽に入れ攪拌しながら 50－
52℃で 5 分間処理した．処理後，氷水で素早く 2－3℃まで冷却した．これ
に，あらかじめ-20℃に冷却しておいたエタノールを 15％（体積濃度）にな
るまで添加し，-2℃まで冷却した．次に，遠心分離（10000 Ｇ，10 分，-5℃）
し加熱処理により生成した不純タンパク質由来の不溶分を除いた．2520  
ｍＬの加熱処理液を得た． 
＜デンプン吸着処理＞ 
あらかじめ 2％のとうもろこしデンプン溶液を 5 Ｌ調製し，2－3℃にして
おいた．これに，加熱処理液を全量加えた．さらに，あらかじめ-20℃に冷
却しておいたエタノールを 15％（体積濃度）になるまで添加し，-2℃まで
冷却した．デンプンはもち状になって沈殿し，この時，ホスホリラーゼはこ
のもち状のデンプンに特異的に吸着する．もち状になったデンプンを取り出
し，あらかじめ冷却しておいた 0.01 Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ 6.5，4 ｍＭ   
ＥＤＴＡ-2Ｎａ含有）2 Ｌに入れて 0℃で攪拌しながら一晩かけて溶解した．
2120 ｍＬのデンプン吸着処理液を得た． 
＜ＤＥＡＥ－セルロース処理＞ 
0.01 Ｍクエン酸緩衝液で平衡化したＤＥＡＥ－セルロースを充填したガ
ラスカラム（6 ｃｍ×13 ｃｍ）にデンプン吸着処理液を約 10 ｍＬ・   
min-1の速度で供給し吸着させた．次いで，2 Ｌの 0.01 Ｍクエン酸緩衝液を
同じ速度で通液し不純物を洗い流した．次いで，0.01 Ｍクエン酸緩衝液の
ＮａＣｌ溶液でグラジェントをかけてタンパク質を溶離させた（ＮａＣｌの
濃度範囲：0－0.7 Ｍ）．フラクションコレクターを使って分取し(20 ｍＬ)，
各フラクションの 280 ｎｍの吸収とホスホリラーゼ活性を測定した．ホス
ホリラーゼ活性の高いフラクションをまとめて透析チューブ（seamless 
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cellulose tubing，Viskase 社製）に入れ，0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ緩衝液
（ｐＨ 7.5，１ ｍＭ ＥＤＴＡ-2Ｎａ含有）中で一晩透析しＮａＣｌを除去
した．これらの操作は，-5℃の冷所で行った．420 ｍＬのＤＥＡＥ－セルロ
ース処理液を得た． 
＜ＤＥＡＥ－セファデックス処理＞ 
0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ緩衝液で平衡化したＤＥＡＥ－セファデックスを
充填したガラスカラム（2.5 ｃｍ×45 ｃｍ）にＤＥＡＥ－セルロース処理
液を約 1.5 ｍＬ・min-1の速度で供給し吸着させた．0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ
緩衝液のＮａＣｌ溶液でグラジェントをかけてタンパク質を溶離させる 
（ＮａＣｌの濃度範囲：0－0.7 Ｍ）．フラクションコレクターを使って分取
し(20 ｍＬ)，各フラクションの 280 ｎｍの吸収とホスホリラーゼ活性を測
定した．ホスホリラーゼ活性の高いただ１つのピークが得られ，そのフラク
ションをまとめた．これらの操作は，-5℃の冷所で行った．330 ｍＬの   
ＤＥＡＥ－セファデックス処理液を得た． 
＜硫安塩析処理＞ 
得られたＤＥＡＥ－セファデックス処理液を透析チューブに入れて，2 Ｌ
の飽和硫酸アンモニウム溶液中で 5 時間，-5℃で塩析した．透析チューブ内
に析出した結晶を遠心分離（15000 Ｇ，10 分，0℃）して採取し，得られた
結晶を 0.025 Ｍトリス-ＨＣｌ緩衝液に溶解し，透析チューブを用いて一晩
透析し硫安を除去した精製ホスホリラーゼ溶液を得た．これらの操作は，
-5℃の冷所で行った．  
この方法により，5 ｋｇのジャガイモから 136.6 Ｕ･ｍＬ-1（比活性：22.48 
Ｕ･ｍｇ-protein-1，活性収率：19％）の精製ホスホリラーゼ溶液を 13 ｍＬ
得た．各精製工程での精製度，収支を Table 2-1 に示す．得られた精製ホ
スホリラーゼ溶液は，5℃で保管し各実験に使用した． 
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２-２-４ ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
 ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応は，40℃，ｐＨ 7，酵素活性１Ｕ･
ｍＬ-1の条件下で各実験を行った．また，リン酸塩としては，リン酸二水素
カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）とリン酸水素二カリウム（Ｋ２ＨＰＯ４）をモル比
7：8 に混合して使用した．このモル比で反応溶液はｐＨ 7 に調整される． 
２-２-４（１） 反応経時変化 
 デキストリンとしてマルトペンタオース（Ｇ５）4.04 ｇ･Ｌ
-1 (デキスト
リン分子基準のモル濃度（ＣＤ，０）4.87 ｍＭ)，リン酸塩（ＣＰ ,０）100    
ｍＭ,ホスホリラーゼ活性 1 Ｕ・ｍＬ-1 の初期反応条件で G-1-P 生成反応を
行った．実験の手順は，以下の通りである．5.41 ｍＭのマルトペンタオー
スと 111 ｍＭのリン酸塩を含む基質水溶液を 11 本の試験管に 1.8 ｍＬず
つ入れ 40℃で 5 分間保持した．上記試験管のうち 10 本に，反応条件でホス
ホリラーゼ活性が 1 Ｕ･ｍＬ-1 になるように 10 Ｕ･ｍＬ-1 に調製した精製ホ
スホリラーゼ溶液を 0.2 ｍＬずつ添加し酵素反応を開始した．残りの 1 本
は，精製ホスホリラーゼ溶液の代わりに脱イオン水を 0.2 ｍＬ添加しブラ
ンクとした．所定時間毎に，試験管に 5％ＴＣＡ（trichloroacetic acid）
水溶液を１ｍＬ加えて反応を停止させ，G-1-P 濃度とデキストリンの鎖長分
布を測定した． 
２-２-４（２） 反応初速度の測定 
 初期デキストリン濃度（ＣＤ ,０）0.25－30 ｇ･Ｌ
-1，初期リン酸塩濃度   
（ＣＰ，０）50－1000 ｍＭ，ホスホリラーゼ活性 1 Ｕ・ｍＬ
-1 の反応条件で，
反応初期 5 分間のデータを採取した．例えば，リン酸塩濃度（ＣＰ,０）100  
ｍＭの場合，0.28－33.3 ｇ･Ｌ-1 のデキストリンと 111 ｍＭのリン酸塩を含
む基質溶液をそれぞれ 6 本の試験管に 1.8 ｍＬずつ入れ 40℃で 5分間保持
した．上記試験管のうち 5 本に，反応条件でホスホリラーゼ活性が 1 Ｕ･   
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ｍＬ-1になるように 10 Ｕ･ｍＬ-1 に調製した精製ホスホリラーゼ溶液を 0.2 
ｍＬずつ添加し酵素反応を開始した．残りの 1 本は，精製ホスホリラーゼ溶
液の代わりに脱イオン水を 0.2 ｍＬ添加しブランクとした．反応開始後 1 
分毎に，試験管に 5％ＴＣＡ水溶液を 1 ｍＬ加えて反応を停止させ，各サン
プルの G-1-P 濃度を測定した． 
 
２-３ 結果と考察 
２-３-１ 精製ホスホリラーゼによるデキストリン加リン酸分解反応の経
時変化 
 マルトペンタオース（Ｇ５）の加リン酸分解反応の経時変化を Figure 2-2 
(a)に示す．また，反応時間 4 分までの初期データを Figure 2-2(b)に示す．
Figure 2-2(a)から，G-1-P の生成速度は，生成 G-1-P 濃度（ＣＧ 1Ｐ）が    
4 ｍＭ程度までは非常に速いことがわかる．ホスホリラーゼによるα-1,4-
グルカンの加リン酸分解反応は，グルコシド結合の非還元末端より進行し，
４個のグルコシル基（マルトテトラオース（Ｇ４））を残して反応が止まる
と 報 告 さ れ て い る （ 限 界 デ キ ス ト リ ン ）（ 例 え ば ， Schwartz と 
Hofnung,1967 ; Chao ら，1969）．デキストリン分子中の限界デキストリン
（Ｇ４）部分が基質になり得ないと考えると，Figure 2-2 の実験条件では
G-1-P生成濃度は最大 4.87 ｍＭと推算される．しかしながら，Figure 2-2(a)
から反応時間 48 時間では 7.48 ｍＭの G-1-P が生成しており，さらに，反
応時間 4 時間以降においては，マルトトリオース（Ｇ３）や少量のマルトヘ
キサオース（Ｇ６）が生成されていることが確認された．先に述べたように，
ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応の基質としてはＧ５までと考えら
れているが，本実験は，デキストリンに対してリン酸塩濃度が大過剰（リン
酸塩／デキストリン＝20.5(モル比)）であり，Ｇ４からＧ３への反応はＧ５ 
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Fig. 2-2 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Maltopentaose (G5), 4.87 mM (4.04 g·L-1); 
Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC.  (a) All data; (b) Data within 4 minutes: 
　　　 ●, G-1-P; ▽, maltotriose (G3); ◇, maltotetraose (G4); ○, maltopentaose (G5); 
△, maltohexaose (G6); □, maltoheptaose (G7)
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からＧ４への反応に比べて非常に遅いが G-1-Pの生成に寄与したものと考え
られた．一方で，このようなリン酸塩濃度が過剰な系においても，Ｇ５から
Ｇ６への多糖合成方向の反応も確認された．Figure 2-2(b)から，反応初期
においても，Ｇ４，Ｇ５，Ｇ６，Ｇ７のモル比は経時的に変化しており，式（1-1）
に示すような可逆的な反応が加リン酸分解反応の初期段階から進行してい
るものと考えられた．このような挙動は Chao ら(1969)の研究においても報
告されている．さらに，Figure 2-2(b)から，このような複雑な挙動にもか
かわらず，反応初期においてＣＧ1Ｐは反応時間とともに直線的に増加してい
ることがわかる．そこで，G-1-P 生成反応の初速度と基質濃度の関係につい
て詳細に検討した． 
 
２-３-２ G-1-P 生成反応初速度と基質濃度の関係 
２-３-２（１）G-1-P 生成反応初速度と初期デキストリン濃度の関係 
     初期リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）を 100 ｍＭ一定とし，各種デキストリンを
用いて G-1-P 生成反応を行い，それぞれのデキストリンの場合の反応初期
における経時データを Figure 2-3 から Figure 2-8 に示す．Figure 2-3，
2-4，2-5 は，直鎖デキストリンを使用した場合であり，それぞれマルトペ
ンタオース（Ｇ５），マルトヘキサオース（Ｇ６），マルトヘプタオース   
（Ｇ７）である．Figure2-6，2-7，2-8 は，分岐を有するデキストリンを使
用した場合で，それぞれ，パインデックス＃２（ＤＰ:9），パインデックス
＃１（ＤＰ:12），パインデックス＃１００（ＤＰ:25）である． 
     Figure 2-9 は， Figure 2-3，2-4，2-5 のデータを G-1-P 生成反応初速
度（ＶＧｉ）とデキストリン分子基準の初期モル濃度（ＣＤ，０）の関係を整
理したものである．Figure 2-9 から，G-1-P 生成反応初速度（ＶＧｉ）は，
直鎖デキストリンの場合，デキストリンの鎖長には関係なくデキストリン
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Fig. 2-3 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltopentaose (G5) :
●, 4.87 mM; ▲, 6.03 mM; ■, 12.1 mM; ◆, 15.1 mM; ▼,
　　　　　　　18.1 mM
Fig. 2-4 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltohexaose (G6): 
○, 0.25 mM; △, 0.51 mM; ●, 5.05 mM; ▲, 7.58mM; ■, 
10.1 mM; ◆, 12.6 mM; ▼, 15.2 mM
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Fig. 2-5 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Maltoheptaose (G7): 
●, 1.89 mM; ▲, 2.17 mM; ■, 4.34 mM; ◆, 8.68 mM; ▼, 
13.0 mM
Fig. 2-6 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Pindex#2 (DP: 9):
●, 6.78 mM
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Fig. 2-7 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Pindex#1 (DP: 12):
●, 5.10 mM
Fig. 2-8 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Potassium phosphate, 100 mM (pH 7);
　 Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Pindex#100
(DP: 25) : ○, 0.25 mM; ●, 0.61 mM; ▲, 1.23 mM; ■,
2.46 mM; ◆, 3.69 mM; ▼, 7.38 mM
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Fig. 2-9 Effect of dextrin (linear chain) concentration on initial rate 
of G-1-P production(VGi) at a given potassium phosphate 
concentration(100 mM). Purified phosphorylase activity: 1.0 
U·mL-1, 40ºC. ○: maltopentaose (G5), △: maltohexaose (G6), 
□: maltoheptaose (G7). The solid curve is calculated by  Eq. 
(2-5)
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分子基準の初期モル濃度（ＣＤ，０），すなわち，デキストリンの初期非還元
末端濃度（ＣＤｅ，０）との関係で整理できることがわかった．さらに，Figure 
2-9 から，ＶＧｉはＣＤ，０が 1.5 ｍＭ付近で最大となり，それ以上の濃度で
は徐々に低下することがわかる．この結果より，このような低濃度領域に
おいてもデキストリンによる基質阻害の影響が示唆された．直鎖デキスト
リンの場合は，デキストリン分子基準のモル濃度（ＣＤ）が非還元末端の濃
度（ＣＤｅ）に等しいが，分岐を有するデキストリンの場合は，デキストリ
ン分子基準のモル濃度（ＣＤ）とデキストリンの非還元末端濃度（ＣＤｅ）
は等しくない．そこで，分岐を有するデキストリンのＣＤとＣＤｅの関係を
式(2-1)で定義した． 
     
       ＣＤｅ＝γ・ＣＤ       （2-1） 
     
 γはデキストリンの分岐率であり，デキストリン１分子当たりの非還元
末端数を示し，直鎖デキストリンでは，γ＝1 である．パインデックス   
＃２（ＤＰ:9），パインデックス＃１（ＤＰ:12），パインデックス＃１００  
（ＤＰ:25）の場合のＣＤｅ，０とＶＧｉの関係が Figure 2-9 に示した直鎖デキ
ストリンのそれらの関係に合うようにそれぞれのγを求めた．その結果，
γをそれぞれ，1.0，1.3，1.5 として整理することで Figure 2-10 に示す
ように，直鎖デキストリンと同様に取り扱うことができることがわかった．
パインデックス＃２のγは上記のように 1.0 となり，実質的に直鎖デキス
トリンと同様に取り扱えると考えられた．また，このような関係を使って
分岐デキストリンの分岐率を推定することもできる．以上の結果，G-1-P
生成反応初速度（ＶＧｉ）は，デキストリン鎖長や直鎖，分岐の違いに関係
無くデキストリンの初期非還元末端濃度（ＣＤｅ，０）との関係で整理できる 
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Fig. 2-10 Effect of the dextrin concentration ( CＤe) on the 
initial rate of G-1-P production(VGi)at a given potassium
phosphate concentration (100 mM): Purified phospho-
rylase activity,1.0 U·mL-1, 40ºC; ○, maltopentaose
(G5); △, maltohexaose (G6); □, maltoheptaose (G7); 
◆, Pinedex#2; ▲, Pinedex#1; ■, Pinedex#100: The 
solid curve is calculated by Eq. (2-5)
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ことがわかった． 
２-３-２（２）G-1-P 生成反応初速度と初期リン酸塩濃度の関係 
次に，G-1-P 生成反応初速度と初期リン酸塩濃度の関係について検討した． 
Figure 2-11，2-12，2-13 は，マルトヘキサオース（Ｇ６）の初期濃度   
（ＣＤ，０）が，それぞれ 7.7 ｍＭ，12.9 ｍＭ，15.4 ｍＭにおいて，各初
期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）で G-1-P 生成反応を行い，反応時間 5 分までの経
時データを示したものであり，この場合も直線関係があることがわかる． 
     Figure 2-14 は，Figure 2-11，2-12，2-13 のデータを，マルトヘキサオ
ース（Ｇ６）の各初期濃度（ＣＤ，０）における，G-1-P 生成反応初速度    
（ＶＧｉ）と初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）の関係で整理したものである．Figure 
2-14 から，リン酸塩濃度とＶＧｉの関係においても，ＶＧｉはＣＰ，０が 50    
ｍＭ付近で最大となりそれ以上の濃度ではＶＧｉは低下することがわかる．
このように，リン酸塩においてもこのような低濃度において基質阻害の影
響が認められた．Gold ら(1970，1971)の検討においては，基質阻害の影響
については報告されていないが，彼らの検討は，先に述べたようにデキス
トリンにおいてもリン酸塩においても基質阻害の影響が無視できるほどの
希薄な基質濃度条件で検討されたためであると考えられる． 
以上の結果，ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応においては，デキスト
リン，リン酸塩のいずれの基質においても，非常に低い濃度でホスホリラー
ゼに対する阻害の影響が認められた．一方，工業的な G-1-P の生産を考える
と，できるだけ高濃度で G-1-P を生成することが効率的と考えられることか
ら，実用的には基質阻害の影響を考慮した上での G-1-P 生成反応方法を検討
する必要があると考えられる．  
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Fig. 2-11 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Maltohexaose (G6), 7.7 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●,
1000 mM; ▲ ,500 mM; ■, 100 mM; ◆, 50 mM
Fig. 2-12 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
　 initial stage: Maltohexaose (G6), 12.9 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase,1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●, 
1000 mM; ▲, 500 mM; ■, 100 mM; ◆, 50 mM; ▼, 10 mM
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Fig. 2-13 Time course of enzymatic production of G-1-P in the 　
initial stage: Maltohexaose (G6), 15.4 mM (pH 7); Purified 
phosphorylase, 1 U·mL-1, 40ºC; Potassium phosphate: ●,
1000 mM; ▲, 500 mM; ■, 100 mM; ◆, 50 mM; ▼, 10 mM
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Fig. 2-14　 Effect of the maltohexaose (G6)  concentration and 
　 　　potassium phosphate concentration on the initial rate 
of phosphorolysis: Purified phosphorylase activity,
　 1.0 U·mL-1, 40ºC; Concentration of G6 △, 7.7 mM; 
　 ○, 12.9 mM; □, 15.4 mM: The solid curves are 
　 calculated by  Eq. (2-5)
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２-３-３ ホスホリラーゼによるデキストリンの加リン酸分解反応の反応 
メカニズムの考察 
 次に，このような２基質系の酵素反応において，いずれの基質に対しても 
基質阻害を示す酵素反応の反応モデルに関して，これまでの実験データを基
に考察した． 
まず，一般的な酵素反応における基質阻害のメカニズムや Chao ら（1969）
と Gold ら(1970，1971)の報告を参考にして Figure 2-15 に示すような反応 
モデルを提案した．ここで，（Ｅ）はホスホリラーゼ，（Ｄｅ）はデキストリ
ン，（Ｐ）はリン酸塩であり，これらの記号が結合したものは反応中間体を
表している．さらに，以下のような仮定をおいた． 
ホスホリラーゼ上には，デキストリンの非還元末端の吸着サイトとリン酸
塩の吸着サイトが，それぞれ２つずつあり，それぞれのサイトは独立してい
る．ホスホリラーゼにデキストリンとリン酸塩が１つずつ吸着した反応中間
体（ＥＤｅＰ）のみ，加リン酸分解が進行し G-1-P が生成する．ホスホリラ
ーゼへのデキストリンとリン酸塩の吸着の順番は反応には影響しない．すな
わち，E.coli 由来ホスホリラーゼによる Chao ら(1969)の報告や，ウサギの
筋肉とジャガイモ由来ホスホリラーゼによる Gold ら（1970，1971）の報告
のように，ランダム Bi Bi メカニズムに従う．一方，デキストリンが２つ
またはリン酸塩が２つ吸着した中間体（ＥＤｅＤｅＰＰ，ＥＤｅＤｅＰ，  
ＥＰＰＤｅ等）からは G-1-P は生成しないと仮定した．  
 このようなランダム Bi Bi メカニズムと基質阻害の影響とを複合した反
応モデルについて迅速平衡法により反応速度式を導出した．  
 Figure 2-15 において，ＫＤｅ１，ＫＰ１，ＫＤｅ２，ＫＰ２，ＫＤｅ３，ＫＰ３，    
ＫＤｅ４，ＫＰ４，ＫＤｅ５，ＫＰ５は各反応の平衡定数である．ｋは反応中間体
ＥＤｅＰからの G-1-P を生成する反応の反応速度定数である． 
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Fig. 2-15   Reaction model combining the substrate inhibition mechanism
and the Rapid Equilibrium Random Bi Bi mechanism
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ここで，ホスホリラーゼ上へのデキストリンの非還元末端とリン酸塩の吸
着はそれぞれ独立していると仮定しているので，それぞれの平衡定数は次の 
ように簡略化できる． 
 
ＫＤｅ１＝ＫＤｅ２＝ＫＤｅ４ （ホスホリラーゼへの最初のＤｅの吸着） 
 
ＫＰ１＝ＫＰ２＝ＫＰ４  （ホスホリラーゼへの最初のＰの吸着） 
 
 ＫＤｅ３＝ＫＤｅ５  （すでにＤｅが吸着しているホスホリラーゼへのＤｅ 
の吸着：Ｄｅの阻害定数） 
         ＫＰ３＝ＫＰ５    （すでにＰが吸着しているホスホリラーゼへのＰの吸
着：Ｐの阻害定数） 
 
 反応液中の酵素濃度は，式（2-2）で示される．G-1-P 生成反応初速度  
（ＶＧｉ）は式（2-3）で示される．式（2-2）と各平衡定数より式（2-4）が
得られ，式（2-3）と式（2-4）から式（2-5）が得られる．式（2-5）におい
て，ＶＭ＝ｋＣＥ０である． 
VGi =  kCEDeP 　　　　　　　　　 　　(2-3)
CE0  =  CE+CEDe+CEP+CEDeP+CEDeDe+CEPP+CEDeDeP+CEPPDe+CEDeDePP (2-2)
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 Figure 2-9，2-10 と 2-14 のデータの解析より，ＫＤｅ１＝0.25 ｍＭ，      
ＫＤｅ３＝8.23 ｍＭ，ＫＰ１＝6.48 ｍＭ，ＫＰ３＝421 ｍＭ，ＶＭ＝1.45 ｍＭ･
min-1 と算出された．Figure 2-9，2-10 と 2-14 に示した実線の曲線は，上
記定数を用いて式（2-5）により推算した推算線であり，実験データをよく
表している． 
本検討においては，ジャガイモホスホリラーゼに対するデキストリンと
リン酸塩の基質阻害定数は，上記のように，それぞれ， 8.23 ｍＭ    
（＝ＫＤｅ３），421 ｍＭ（＝ＫＰ３）であった．本章の緒言で述べているが，
Nidetzky ら(1997)は，ジャガイモホスホリラーゼに対するマルトデキスト
リンの阻害定数は 131 ｇ・Ｌ-1 と報告している．彼らの実験で使用したマ
ルトデキストリンの分子量の情報が記載されていないので，直接比較する
ことはできないが，上記ＫＤｅ３をマルトペンタオース（Ｇ５）またはパイン
デックス＃１００（ＤＰ：25）を使った場合の重量濃度に換算すると，そ
れぞれ，6.8 ｇ・Ｌ-1，33.5ｇ・Ｌ-1 となり，本研究の検討では，Nidetzky
らのデータよりも，デキストリンによる基質阻害の影響は低濃度でも顕著
であると考えられる．また，リン酸塩に対する基質阻害定数も，本研究で
 
VGi =
VM
KDe1
CDe,0
+ KDe3
CDe,0 + 1( ) KP1CP,0
CP,0
KP3
+ + 1( )
(2-5)
(2-4)CEDeP = 
CE0
+ +
+1+
+
+ + +
KDe1·KP1
CDe,0·CP,0
KP1
CP,0
KDe1
CDe,0
KP1·CDe,0
KDe3·CP,0
KDe1·CP,0
KP1·CDe,0
CDe,0
KDe3
CP,0
KP3
CDe,0·CP,0
KDe3·KP3
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得られた値は，Escherichia coli 由来のホスホリラーゼを使って検討した
Weinhausel ら(1995)の結果（リン酸塩の阻害定数 2.6±0.3 Ｍ）の約１／６
であり，こちらも，基質阻害の影響が大きいと考えられる． 
 次に，得られた式（2-5）を使って，G-1-P 生成応初速度（ＶＧｉ）とデキ
ストリンの初期非還元末端濃度（ＣＤｅ，０）と初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）
の関係を推算した．その結果を Figure 2-16 に示した．Figure 2-16 から，    
ＣＤｅ，０：1.42 ｍＭ，ＣＰ，０：52.2 ｍＭにおいて，ＶＧｉが最大になると推
算された（0.86 ｍＭ･min-1）．このように，高い反応初速度が得られる反応
条件は，基質濃度が非常に希薄な条件であることがわかった． 
   
２-４ 結論 
     ジャガイモから精製したホスホリラーゼを用いて，デキストリンの加リ
ン酸分解反応の反応動力学を検討した． 
１．加リン酸分解反応の反応初速度は，デキストリンの鎖長や分岐にかか
わらずデキストリンの非還元末端濃度との関係で整理できた． 
２．ホスホリラーゼによるデキストリンの加リン酸分解反応においては，デ
キストリン，リン酸塩のいずれも，低濃度領域においても基質阻害が認
められた（デキストリンの阻害定数（ＫＤｅ３）：8.23 ｍＭ，リン酸塩の
阻害定数（ＫＰ３）：421 ｍＭ）． 
３．本反応の反応メカニズムとして，ランダム Bi Bi メカニズムとデキス
トリンおよびリン酸塩の基質阻害を複合した反応モデルを提案した． 
４．上記反応モデルと実験データから，初期基質濃度と反応初速度の関係
を示す式（2-5）を導いた．式(2-5)より，ＣＤｅ，０が 1.42 ｍＭ，ＣＰ，０
が 52.2 ｍＭのとき最も大きな反応初速度（ＶＧｉ：0.86 ｍＭ･min
-1）が
得られると推算された． 
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Fig. 2-16 Effect of the molarity of  phosphate (CP,0) and the 
effective molarity of dextrin (CDe,0) on the initial 
　　　　　　 rate of G-1-P  production (VGi)  by Eq. (2-5).
Maximum initial rate was estimated to be 0.86 
mM·min-1 at 1.42 mM of CDe,0 and 52.2 mM of CP,0
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第２章で使用した記号 
   ＣＤ  ＝mole concentration of dextrin          ［ｍＭ］ 
   ＣＤｅ ＝concentration of non-reducing-end of dextrin 
 (=effective mole concentration of dextrin)   ［ｍＭ］ 
ＣＥ  ＝concentration of enzyme            ［ｍＭ］ 
ＣＧ1Ｐ ＝concentration of G-1-P              ［ｍＭ］ 
  ＣＰ     ＝concentration of phosphate                  ［ｍＭ］ 
Ｋ  ＝equilibrium constant                        ［ｍＭ］ 
  ｋ  ＝reaction rate constant of G-1-P production ［ min-1 ］  
  ＶＧｉ ＝initial rate of G-1-P production reaction 
                                                     ［ｍＭ・min-1］ 
  ＶＭ  ＝ k・ＣＥ，０                             ［ｍＭ・min
-1］ 
γ  ＝branch ratio of dextrin(=number of non-reducing-end 
 per dextrin molecule)               ［ － ］ 
   
    ＜Subscripts＞ 
  ０  ＝initial 
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第３章 酵素反応による高濃度 G-1-P の製造 
 
３-１ 緒言 
 第２章では，精製したジャガイモホスホリラーゼを用いて，G-1-P 生成反
応の反応初速度におよぼすデキストリン濃度およびリン酸塩濃度の影響に
ついて検討した．その結果，デキストリン，リン酸塩のいずれの基質に対し
ても非常に低濃度から基質阻害の影響が認められた．さらに，本反応の反応
モデルとして，２基質系の酵素反応において，両基質に対する基質阻害の影
響を考慮した迅速平衡ランダム Bi Bi モデルを提案し，反応初速度と初期
基質濃度の関係式を導出した（式（2-5））．導出した反応速度式を用いて，
最も大きい反応初速度が得られる初期基質濃度を推定した（デキストリンの
非還元末端濃度 1.42 ｍＭ，リン酸塩濃度 52.2 ｍＭにおいて G-1-P 生成初
速度 0.86 ｍＭ・min-1）（Sakata ら，2007）．しかしながら，高い反応初速
度が得られる反応条件は，基質濃度が非常に低い条件であり，実用的には適
用できない．実用生産に適用できる G-1-P 製造プロセスを確立するためには，
反応工程において高濃度で G-1-P を生成し，その後の精製工程の負荷が小さ
いプロセスの開発が望まれる．ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応は可
逆反応であり，最も大きい G-1-P 生成反応初速度が得られる基質濃度条件と
最も高濃度の G-1-P が得られる基質濃度条件は異なり，G-1-P を高濃度で合
成するためには到達する平衡状態での検討が必要と考えられる． 
 Suzuki と Hamada（1956 年）の報告では，酵素としてジャガイモジュース
（ホスホリラーゼ活性 0.63 Ｕ・ｍＬ-1）を用いて，初期デンプン濃度 20   
ｍｇ・ｍＬ-1，初期リン酸塩濃度 11.34 ｍｇ・ｍＬ-1 において，約 50 ｍＭ
の G-1-P を得ている．Nidetzky ら(1997)は，Corynebacterium callunae お
よびジャガイモ由来の精製ホスホリラーゼを用いて G-1-P 生成検討を行っ
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ている．Corynebacterium callunae 由来ホスホリラーゼの場合は，酵素活
性 0.8 Ｕ・ｍＬ-1，初期マルトデキストリン（糖鎖長の記載無し）250 ｍｇ・
ｍＬ-1，初期リン酸塩 600 ｍＭにおいて，約 70 ｍＭの G-1-P を得ている．
ジャガイモ由来ホスホリラーゼを使用した場合も，酵素活性 0.8 Ｕ・   
ｍＬ-1，初期マルトデキストリン 125 ｍｇ・ｍＬ-1，初期リン酸塩 600 ｍＭ
において，約 70 ｍＭの G-1-P を得ている． 
 本章では，高濃度 G-1-P の生産を目的として，G-1-P 生成反応において到
達する G-1-P 生成濃度におよぼす基質濃度，および酵素濃度の影響について
検討し，高濃度の G-1-P を得る反応条件について考察した． 
 
３-２ 実験方法 
３-２-１ 使用した試料 
 本章の検討においても，第２章で使用した試料と同様の試料を使用した．
ただし，本章では，マルトトリオース（Ｇ３），マルトテトラオース（Ｇ４），
マルトペンタオース（Ｇ５）は使用しなかった．  
 
３-２-２ 分析方法 
３-２-２(１) ホスホリラーゼ活性の測定 
 第２章（２-２-２(１)項）と同じ方法で測定した． 
３-２-２(２) 生成 G-1-P 濃度の測定 
 第２章（２-２-２(２)項）と同じ方法で測定した． 
 
３-２-３ ジャガイモからのホスホリラーゼの精製方法 
 ホスホリラーゼは，Kamogawa ら（1968）の方法にしたがって第２章（２-
２-３項）と同じ方法でジャガイモより精製した．本章では，40 ｋｇのジャ
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ガイモから 508.5 Ｕ･ｍＬ-1（比活性：24.35 Ｕ･ｍｇ-protein-1，活性収率：
23％）の精製ホスホリラーゼ溶液を 49.2 ｍＬ得た．得られた精製ホスホリ
ラーゼ溶液は，5℃で保管し各実験に使用した． 
 
３-２-４ ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
 ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応は，40℃，ｐＨ 7，酵素活性 1 Ｕ･
ｍＬ-1 または 100 Ｕ･ｍＬ-1 の条件下で各実験を行った．また，リン酸塩と
しては，リン酸二水素カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）とリン酸水素二カリウム   
（Ｋ２ＨＰＯ４）をモル比 7：8 に混合して使用した．このモル比で反応溶液
はｐＨ 7 に調整される．本章では，デキストリン濃度として，以下の２種
の濃度を定義して用いた． 
・グルコース分子基準のモル濃度（ＣＧ）：グルコース分子を最小の構成
単位として定義したモル濃度．例えば，100 ｇ･Ｌ-1 のパインデックス  
＃１００（ＤＰ：25）のＣＧは 615 ｍＭである． 
・有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）：グルコース分子基準濃度（ＣＧ）から
マルトテトラオース（限界デキストリン）分を差し引いたグルコース
分子基準の濃度．例えば，100 ｇ･Ｌ -1 のパインデックス＃１００  
（ＤＰ：25）のＣｅＧは 516 ｍＭである． 
３-２-４(１) デキストリン鎖長の影響 
 初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）100 ｍＭ，酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ
-1，ｐＨ７，
反応温度 40℃の一定条件において種々の鎖長の直鎖デキストリン，および
分岐を有するデキストリンを用いて G-1-P 生成反応を行った．各デキストリ
ンの初期濃度範囲（ＣＧ，０）は次の通りである．マルトヘプタオース（Ｇ７）：
15.2－60.8 ｍＭ，マルトヘキサオース（Ｇ６）：30.3－90.9 ｍＭ，パイン
デックス＃１００：6.14－92.2 ｍＭ，パインデックス＃１：61.2 ｍＭ，パ
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インデックス＃２：61.0 ｍＭ． 
実験の手順は，以下の通りである．まず，所定濃度の 1.5 倍濃度の基質溶
液（デキストリンとリン酸塩の混合溶液）20 ｍＬと防腐剤としてトルエン
0.6 ｍＬを試験管に仕込み 40℃で 5 分間保持する．別に，40℃に保持して
おいた 3 Ｕ･ｍＬ-1 の精製ホスホリラーゼ溶液 10 ｍＬを各基質溶液に投入
して反応を開始した．所定反応時間毎に反応液を 2 ｍＬサンプリングし，
5％ＴＣＡ（trichloroacetic acid）水溶液を 1 ｍＬ加えて反応を停止させ，
反応液中の G-1-P 濃度を測定した．生成 G-1-P 濃度が一定になるまで反応を
継続した（48－72 時間）． 
３-２-４（２） デキストリン，リン酸塩濃度の影響 
 酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1 および 100 Ｕ･ｍＬ-1 の反応条件で実験した．デキ
ストリンとしては，パインデックス＃１００を使用した． 
 酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1 での実験は，パインデックス＃１００が 61.5－615  
ｍＭ（ＣＧ，０），リン酸塩が 100－3000 ｍＭ（ＣＰ，０）の基質濃度で反応を
行った．酵素活性 100 Ｕ･ｍＬ-1 での実験は，パインデックス＃１００が 307
－1230 ｍＭ（ＣＧ，０），リン酸塩が 1500－3000 ｍＭ（ＣＰ，０）の基質濃度
で反応を行った．実験の手順は，３-２-４（１）項と同様に行った． 
 
３-２-５ ホスホリラーゼ活性残存率の測定 
初期酵素活性 1 Ｕ･ｍＬ-1，パインデックス＃１００が 307 ｍＭ（ＣＧ，０）
一定条件でＣＰ，０ が 0－2500 ｍＭの初期リン酸塩濃度範囲において 40℃で
80 時間保持(反応)した．この混合溶液 5 ｍＬを透析チューブ（seamless 
cellulose tubing，Viskase 社製）に仕込み 5 Ｌの 30 ｍＭマレイン酸緩衝
液（ｐＨ 7）で透析し，透析後チューブ内の溶液の体積とホスホリラーゼ活
性を測定し，初期ホスホリラーゼ活性に対する活性残存率を算出した．  
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３-３ 結果と考察 
３-３-１ 平衡到達 G-1-P 濃度とデキストリン濃度の関係 
３-３-１（１） 各種デキストリンを基質としたときの反応経時データ 
初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）100 ｍＭ，酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ
-1 の条件で
種々のデキストリンを用いて行った G-1-P の生成反応の経時データを
Figure 3-1 から Figure 3-5 に示す．デキストリンとしては，それぞれ，マ
ルトヘキサオース（Ｇ６），マルトヘプタオース（Ｇ７），パインデックス   
＃２（ＤＰ:9），パインデックス＃１（ＤＰ:12），パインデックス＃１００     
（ＤＰ:25）である．これらのデータから，いずれの場合も反応時間 20 時
間においては平衡状態に到達していることがわかった． 
３-３-１（２）平衡到達 G-1-P 濃度と有効デキストリン濃度と関係 
Figure 3-6(a)に，各種デキストリンのグルコース分子基準の初期モル濃
度（ＣＧ,０）と平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）の関係を示した．Figure 3-6(a) 
から，ＣＧ,０が大きいほど，また，鎖長の長いデキストリンほど高濃度の   
ＣＧ1Ｐ,ｅｑが得られることがわかる. 
 ホスホリラーゼによるα-1,4-グルカンの加リン酸分解反応は，グルコシ
ド結合の非還元末端より進行し，マルトテトラオース（Ｇ４）が限界デキス
トリンであることが知られているが，第２章(２-３-１)項の Figure 2-2(a)
においてはマルトペンタオース（Ｇ５）の加リン酸分解反応においてマルト
トリオース（Ｇ３）の生成を確認している．しかしながら，本章の Figure 3-1
から 3-5 に示す実験条件は，初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ，0）に対す
る初期リン酸塩濃度（ＣＰ，0）の比率が Figure 2-2(a)での実験よりも小さ
く，G-1-P 生成へのＧ４以下への分解の影響はほとんど無いものと考えられ
る．これらの考察から,G-1-P 生成に有効なデキストリン濃度としては,実質
的にはマルトテトラオース（Ｇ４）分を差し引いたグルコース分子基準の
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Fig. 3-1 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Purified phosphorylase,
　　　　 　　 1 U·mL -1, 40ºC; maltohexaose (G6): ●, 30.3 mM; ▲, 45.5 mM; 
■, 60.6 mM; ◆, 75.8 mM; ▼, 90.9 mM
 49 
0
5
10
15
20
0 10 20 30 40 50
Reaction time [h]
C
G
1P
 ［
m
M
］
C
G
1P
 ［
m
M
］
Fig. 3-2 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
Potassium phosphate, 100 mM (pH 7); Purified phosphorylase,
1 U·mL -1, 40ºC; Maltoheptaose (G7): ●, 15.2 mM; ▲, 30.4 mM;
■, 60.8 mM; ◆, 91.2 mM
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Fig. 3-3 　 Time course of enzymatic production of G-1-P: Potassium phosphate,
100 mM (pH 7);  Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC; Pindex#2
(DP: 9): ●, 61.0 mM
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Fig. 3-4 　 Time course of enzymatic production of G-1-P: Potassium phosphate,
100 mM (pH 7);  Purified phosphorylase, 1 U·mL -1, 40ºC; Pindex#1
(DP:12): ●, 61.2 mM
 52 
▼▼▼
▼
▼
0
5
10
15
20
25
0 20 40 60 80 100
Reaction time [h]
C
G1
P 
[m
M
]
C
G1
P 
[m
M
]
Fig. 3-5 　 Time course of enzymatic production of G-1-P:
　 Potassium phosphate,100 mM (pH 7); Purified phosphorylase, 1 U·mL -1,
40ºC; Pindex#100 (DP:25): ●, 6.14 mM; ▲, 15.4 mM; ■, 30.7 mM; ◆,
61.5 mM; ▼, 92.2 mM
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Fig. 3-6　 Relation between the initial dextrin concentration, CG,0, CeG,0
and the finally obtained concentration of G-1-P at equilibrium, 
CG1P.eq: Phosphate, 100 mM; Purified phosphorylase, 1 U·mL-1, 
40°C.  (a) Initial dextrin concentration is CG,0; (b) Initial dextrin
concentration  is CeG,0 : △,  maltoheptaose (G7); □, maltohexaose               
(G6) ; ●, Pindex#100; ▲, Pindex#1; ■, Pindex#2 
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濃度（有効デキストリン濃度（ＣｅＧ））を用いるのが適当であると考えられ
た． 
Figure 3-6(b)は，Figure 3-6(a)の横軸（ＣＧ，０）を初期有効デキストリ
ン濃度（ＣｅＧ,０）で整理し直した結果である．Figure 3-6(b)から，デキス
トリンの鎖長に関係なく，ＣＧ1Ｐ,ｅｑはＣｅＧ,０との関係で表せることがわか
る．さらに，パインデックスのような鎖長分布や枝分かれを有するデキスト
リンでも本研究で検討した実験条件範囲においては同様に取り扱えること
がわかった．以上の結果から，ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応の実用
的検討においては，有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）での取り扱いが便利で
あると考えられた． 
 ホスホリラーゼによる加リン酸分解反応は，α-1,4-グルカンの非還元末
端から順々に加リン酸分解され，マルトテトラオース（Ｇ４）の部分を残し
て反応は実質的に停止すると考えられる．したがって，基質としてのデキス
トリンの有効利用の観点からは，直鎖で鎖長の長いデキストリンが好ましい
と考えられる．一方で，効率的に酵素反応を行うためには均一溶液系での反
応が望ましく，水に対する溶解性も考慮する必要がある．このような要件や
コスト等を考慮し，以後の検討はデキストリンとしてパインデックス   
＃１００を使用した． 
 
３-３-２ 高濃度基質条件での G-1-P 生成反応 
 デキストリンとしてパインデックス＃１００を用い，高基質濃度条件で 
G-1-P 生成反応を行った．その結果を，Figure 3-7 に示す． 
 Figure 3-7 から，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1 での検討では，いずれのデキ
ストリン濃度においても，初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が 1500 ｍＭ付近で
平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ 1Ｐ ,ｅｑ）が最大になることがわかる．また，     
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Fig. 3-7 Relation between the initial phosphate concentration, CP,0 and CG1P.eq at
various CeG,0 : Pindex#100,40°C; Purified phoshorylase, 1 U·mL-1; ○, 
CeG,0 516 mM; △, CeG,0 258 mM; □, CeG,0 155 mM; ◇, CeG,0 103 mM;
, CeG,0 52 mM; Purified phosphorylase, 100 U·mL-1; ●, CeG,0 516 mM; 
▲, CeG,0 258 mM
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ＣＧ1Ｐ,ｅｑの最大値は，初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）が高いほど大
きいことがわかる．例えば，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ，ＣＰ，０が 1500 ｍＭの時，
137 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）が得られた．一方，ＣＰ，０が 2500 ｍＭ以上，
特に 3000 ｍＭではＣＧ1Ｐ,ｅｑは大きく低下した．この原因としては，高濃度
のリン酸塩によるホスホリラーゼの不可逆的な不活性化，あるいは基質阻害
の影響が考えられた．そこで，高濃度リン酸塩溶液中のホスホリラーゼの安
定性を確認した． Table 3-1 は，40℃において高濃度リン酸塩中に精製ホ
スホリラーゼを 80 ｈ保持し，ホスホリラーゼの活性残存率を測定した結果
である．初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が 500 ｍＭから 2500 ｍＭにおいては，
リン酸塩濃度に関係なく初期酵素活性の 90％以上の活性が維持されていた．
すなわち，このような条件でのホスホリラーゼの不可逆的な不活性化は，リ
ン酸塩濃度に関係なく初期活性の 10％以下であると考えられた．一方，   
ＣＰ，０が 0 ｍＭの時の酵素活性の残存率は 47%であり，リン酸塩は，むしろ
ホスホリラーゼの安定化に寄与していると考えられた．したがって，Figure 
3-7 に示されるような高濃度リン酸塩条件でのＣＧ1Ｐ,ｅｑの低下は，ホスホリ
ラーゼの不可逆的な不活性化ではなく基質阻害による可逆的な影響である
と考えられた．第２章においては，G-1-P 生成反応初速度（ＶＧｉ）に対する
基質阻害の影響が非常に低い濃度（52.2 ｍＭ）から確認されている．しか
し，本章では平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）に対するリン酸塩の阻害の
影響は 1500 ｍＭ付近からであり，反応初速度におよぼす基質阻害の影響と
は異なる作用機構によるものと考えられた．この作用機構に関しては，本研
究において説明できるだけの十分なデータがそろっていないが，ホスホリラ
ーゼの活性部位以外へのリン酸塩の可逆的な作用によるものと推定される． 
 酵素活性が 100 Ｕ・ｍＬ-1 の場合は，Figure 3-7 に示すようにＣＰ，０が
3000 ｍＭの場合でもＣＧ1Ｐ,ｅｑのは低下なく，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ，ＣＰ，０が
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3000 ｍＭでは，230 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）が得られた．この生成 G-1-P
濃度は，Nidetzky ら(1997)が報告している生成 G-1-P 濃度（70 ｍＭ）の 3.3
倍であった．このように，高酵素活性（高酵素濃度）条件においては，リン
酸塩の基質阻害の影響が低減でき G-1-P が高濃度で得られることがわかっ
た．これは，酵素濃度を高めることにより，反応系内のリン酸塩対する酵素
の量が増大し，反応系内の全酵素量に対するリン酸塩の量が低下しその影響
が低減されたため，酵素の活性低下率が低減したものと考えられる．  
 
３-３-３ 高濃度 G-1-P を得るための最適反応条件 
 高濃度 G-1-P を得るための最適な反応条件を設定するために，平衡到達
G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）と初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）および初期
リン酸塩濃度（ＣＰ，０）との関係について検討した． 
     ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応は，第１章の式（1-1）に示したよ
うに平衡反応であり，ＣＧ1Ｐ,ｅｑは反応の平衡定数に依存すると考えられる．
反応系内には G-1-P 生成方向の反応（糖鎖長減少）および多糖合成方向の
反応で生成する種々の鎖長のデキストリンが存在すると考えられるが，そ
れぞれの鎖長のデキストリンの平衡定数を見積もることは難しい．             
本研究においては，式（3-1）に示す見かけの平衡定数（Ｋａｐｐ）を定義
した．式（3-1）において，マルトペンタオース（Ｇ５）以上の鎖長のデキ
ストリンは，鎖長の違いによる反応性の違いは無いこと，反応系中のマルト
テトラオース（Ｇ４）の濃度は非常に低くデキストリンの非還元末端濃度と
して考慮する必要がないと仮定した．このような仮定により，高濃度基質条
件においては式（1-1）に示す反応式の両辺のデキストリンの非還元末端濃
度は実質的に等しいと考えられ，Ｋａｐｐにおいてはデキストリンの非還元末
端濃度（ＣＤｅ）の項は消去できる． 
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eqG1P,P,0
eqG1P,
P
eqG1P,
app CC
C
C
C
K
−
==             (3-1)                                
 
式（3-1）から式（3-2）が得られる．式（3-2）は，ＣＰ，０が同じ場合     
Ｋａｐｐが大きいほどＣＧ1Ｐ,ｅｑは大きくなることを表す． 
 
app
P,0app
eqG1P, 1 K
CK
C
+
⋅
=                   (3-2)                                     
 Figure 3-6 や Figure 3-7 に示すようにＣＧ1Ｐ,ｅｑはＣｅＧ,０やＣＰ，０に依存
することから，Ｋａｐｐもこれらの基質濃度に依存すると考えられる．すなわ
ち，ＣＧ1Ｐ,ｅｑをＣｅＧ,０とＣＰ，０の関数で表すためには，ＫａｐｐをＣｅＧ,０と   
ＣＰ，０の関係を明らかにする必要があり，まず，実験データよりＫａｐｐと  
ＣｅＧ,０およびＣＰ，０の関係を整理した． 
     Figure 3-8，Figure 3-9 は，それぞれ，酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1，100 Ｕ・
ｍＬ-1において初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）を変数として得られたＫａｐｐと
初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）の関係を示したものである．Ｋａｐｐ
は，実験データを式（3-1）に代入して算出した．Figure 3-8，Figure 3-9
から，ＣｅＧ ,０が大きいほどＫａｐｐは大きくなることがわかる．また，   
ＣｅＧ,０が同じであればＣＰ，０が大きくなるにしたがってＫａｐｐは小さくな
ることがわかる． 
     次に，Figure 3-8， Figure 3-9 に示されるＫａｐｐとＣｅＧ,０の関係を， 次
の経験式での整理を試みた（式 3-3）．式（3-3）のＡとＢは酵素活性と   
ＣＰ，０の影響を受けるパラメータである． 
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Fig. 3-8　　Effect of CeG,0 on  the apparent equilibrium constant,Kapp at several CP,0: 40°C ; 　
Purified phosphorylase, 1U·mL-1; ○ , CP,0 50 mM; ●, CP,0 100 mM; ▲, CP,0 270
mM;■, CP,0 500 mM; ◆, CP,0 1000 mM; ○, CP,0 1500 mM; △, CP,0 2000 mM;
□, CP,0 2500 mM; ◇, CP,0  3000 mM
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Fig. 3-9　　Effect of CeG,0 on  the apparent equilibrium constant, Kapp at several CP,0: 40°C; 　
Purified phosphorylase, 100U·mL-1; ○, CP,0 1500 mM; △, CP,0 2000 mM; □, 
　　　　　 　 CP,0 3000 mM
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eG,0
eG,0
app CB
CAK
+
⋅
=            (3-3)                                 
     
     酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1 および 100 Ｕ・ｍＬ-1 の場合の各ＣＰ，０における
パラメータＡとＢは，Figure 3-8，3-9 に示されるデータと式（3-3）から
最小二乗法を用いたフィッティングにより算出した．その結果得られたパ
ラメータＡ，Ｂを Table 3-2 に示す．Figure 3-8，3-9 中に示した実線は，
Table 3-2 に示したパラメータを式（3-3）に代入して算出した推算値であ
り実験データの関係をよく表している．また，Table 3-2 から，ＡとＢは
酵素活性とＣＰ，０により変化することがわかる． 
 Table 3-2 に示したデータより，各ホスホリラーゼ活性におけるパラメー
タＡおよびＢとＣＰ，０との関係を整理し，Figure 3-10(a)，(b)に示した．
パラメータＡとＢは，それぞれ，以下のような関係式で表すことができる． 
 
         Ａ = 0.792 · ＣＰ，０
 -0.244     (3-4) 
         Ｂ = ｍ · ＣＰ，０           (3-5) 
                       
 式（3-4）は，Figure 3-10(a)に示すように，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1の
場合はＣＰ，０≦1500 ｍＭ，100 Ｕ・ｍＬ
-1 の場合は 1500 ｍＭ≦ＣＰ，０≦3000 
ｍＭの範囲で有効である．酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ -1 の場合，1500 ｍＭ≦   
ＣＰ，０≦3000 ｍＭの範囲では，Figure 3-10(a)の点線で示すように式（3-4）
の関係は当てはまらない．これは，３-３-２項で説明したように，反応系内
の酵素量が少ないためにリン酸塩による阻害の影響が顕著になったことに
よるものと考えられる． 
     式（3-5）は，Figure 3-10(b)に示すように，酵素活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1 
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Table 3-2
The constants A and B at each phosphate concentration
　　　　
C P,0 [mM] A [-] B [mM]
1 U·mL-1
50 0.320 12
100 0.300 15
270 0.180 30
500 0.170 45
1000 0.145 115
1500 0.135 155
2000 0.110 220
2500 0.082 265
3000 0.040 350
100 U·mL-1
1500 0.127 80
2000 0.128 100
3000 0.108 175
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Fig. 3-10 (a)Effect of CP,0 on A; Purified phosphorylase: ○, 1 U·mL-1; ●, 100 U·mL-1
(b)Effect of CP,0 on B; Purified phosphorylase: □, 1 U·mL-1; ■, 100 U·mL-1
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の場合は，ＣＰ，０≦3000 ｍＭの範囲でｍ = 0.118 が適用できる．100 Ｕ・    
ｍＬ-1の場合は，1500 ｍＭ≦ＣＰ，０≦3000 ｍＭの範囲でｍ = 0.054 が適用
できる． 
 各式（3-2），(3-3)，(3-4)，(3-5)から，ＣＧ1Ｐ,ｅｑとＣｅＧ,０およびＣＰ，０
の関係式（3-6）が得られる． 
 
 
eG,0
244.0
P,0P,0
eG,0
756.0
P,0
eqG1P, )792.01(
792.0
CCCm
CC
C
−⋅++⋅
⋅⋅
=       (3-6)                       
 
Figure 3-11，Figure 3-12 に，それぞれ酵素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1，100 Ｕ・
ｍＬ-1の場合のＣＰ，０をパラメータとしてＣＧ1Ｐ,ｅｑとＣｅＧ,０の関係示す実験
データと式（3-6）を使って計算した推算値を示した．いずれの場合も，推
算値は実験データをよく表していることがわかる． 
 次に，式（3-6）を使って目標濃度の G-1-P を得るための最適な初期基質
濃度（ＣｅＧ,０およびＣＰ，０）の推定方法について検討した．Figure 3-13 は，
縦軸をＣＰ，０，横軸をＣｅＧ,０とし，式（3-6）を使ってそれぞれの条件にお
けるＣＧ1Ｐ,ｅｑを推算した結果を示したものである．Figure 3-13 中に示した
数値は目標 G-1-P 濃度である． 
 Figure 3-13 から，ＣｅＧ,０を 500 ｍＭより大きくしてもＣＧ1Ｐ,ｅｑはそれ
ほど増大しないことがわかる．したがって，高濃度の G-1-P を得るためには，
リン酸塩濃度を上げるのが効果的であると考えられる．しかしながら，基質
濃度を上げると，未反応基質が多量に残存し，基質の有効利用という観点か
らは好ましくないと考えられる．G-1-P 生成反応の最適条件の検討は，高濃
度 G-1-P を得るという視点の他にも，製造コスト，環境への影響因子等も含
めて検討する必要がある． 
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Fig. 3-11 Relation of CeG,0 and CG1P.eq at high substrate concentration using 
1U･mL-1 Purified phosphorylase; ○, CP,0 500 mM; △, CP,0 1000 mM;
□, CP,01500 mM : Solid curves, calculated by Eq.(3–6),  m = 0.118 [-]
 67 
0
100
200
300
0 400 800 1200
C eG,0 [ mM ]
C
G
1P
.e
q 
[ m
M
 ]
Fig. 3-12 Relation of CeG,0 and CG1P.eq at high substrate concentration using 
100U･mL-1 Purified phosphorylase; ●, CP,0 1500 mM; ▲, CP,0
　　　　　 　　　　 2000 mM; ■, CP,03000 mM : Solid curves, calculated by Eq.
　　　 　　 (3–6),  m = 0.054 [-]
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Fig. 3-13 The estimating relation of CeG,0 and CP,0 for target CG1P.eq
calculated  by Eq. (3–6). Each value in a figure is 
　　　 　　 　target CG1P.eq [mM]: Solid curves, purified phosphorylase, 
100 U·mL-1;  Dotted curves, purified phosphorylase, 
1 U·mL-1
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 以上のように，Figure 3-13 は，高濃度 G-1-P を得るための反応条件の  
設定に有効であると考えられる． 
 
３-４ 結論 
ジャガイモ由来のホスホリラーゼを用いた G-1-P の実用的な生産に適用
できる反応条件について検討した結果，以下のような知見が得られた． 
１．デキストリンの濃度をグルコース基準のモル濃度（ＣＧ）で表し，  
ＣＧからマルトテトラオース（Ｇ４：限界デキストリン）分を除いたグ
ルコース基準のデキストリン濃度を有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）と
定義した．酵素活性，初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が一定の場合，平衡
到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）はグルカンの鎖長や分岐度にかかわらず
初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）との関係で整理できた． 
 ２．ホスホリラーゼ活性が 1 Ｕ・ｍＬ-1の条件では，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ
までの濃度において，ＣＰ，０が 1500 ｍＭ周辺の条件において最も高い
ＣＧ 1Ｐ,ｅｑ（137 ｍＭ)が得られた．これより高いリン酸塩濃度では，  
ＣＧ1Ｐ,ｅｑは低くなった．これは，高濃度のリン酸塩による酵素への可
逆的な阻害の影響と考えられた． 
 ３．ホスホリラーゼ活性が 100 Ｕ・ｍＬ-1 の条件では，ホスホリラーゼ
に対するリン酸塩の阻害の影響は低減された．その結果，ＣｅＧ,０が 516 
ｍＭ，ＣＰ，０が 3000 ｍＭの条件で 230 ｍＭの G-1-P が得られた．  
 ４．ＣＧ1Ｐ,ｅｑをＣｅＧ,０とＣＰ，０の関係式で整理するため，見かけの平衡定
数Ｋａｐｐを定義し，ＣｅＧ,０とＣＰ，０からＣＧ1Ｐ,ｅｑを推算する式（3-6）
を導出した． さらに，式（3-6）を使って，ＣＧ1Ｐ,ｅｑとＣｅＧ,０および
ＣＰ，０の関係を Figure 3-13 に示した．Figure 3-13 は，高濃度 G-1-P
を得るための反応条件の設定に有効であると考えられた．  
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第３章で使用した記号 
  Ａ   ＝constant of Eq.(3-3)             ［ － ］ 
  Ｂ   ＝constant of Eq.(3-3)             ［ｍＭ］ 
  ＣｅＧ  ＝effective dextrin concentration based on glucose 
 unit                                        ［ｍＭ］ 
  ＣＧ   ＝dextrin concentration based on glucose unit ［ｍＭ］ 
ＣＧ１Ｐ ＝concentration of G-1-P             ［ｍＭ］ 
  ＣＰ  ＝concentration of phosphate          ［ｍＭ］ 
  Ｋａｐｐ ＝apparent equilibrium constant         ［ － ］ 
  ｍ  ＝constant of Eq.(3-5)                       ［ － ］ 
 
   ＜Subscripts＞ 
    ０  ＝initial 
    ｅｑ  ＝equilibrium 
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第４章 固定化ホスホリラーゼによる高濃度 G-1-P の生産 
 
４-１ 緒言 
 実用生産に適用できる G-1-P 製造プロセスの開発を目的として,第２章お
よび第３章ではジャガイモ由来の精製ホスホリラーゼを用いて,デキストリ
ンとリン酸塩を基質とした加リン酸分解反応に関する基礎的なデータを整
理した． 
第２章では, G-1-P 生成反応の反応初速度におよぼすデキストリン濃度お
よびリン酸塩濃度の影響を検討し，デキストリン，リン酸塩のいずれの基質
に対しても非常に低濃度域における基質阻害が認められた．さらに，本酵素
反応は，基質阻害を考慮した迅速平衡ランダム Bi Bi メカニズムで表すこ
とができることを示し，初期基質濃度条件から反応初速度を推算できる関係
式を導出した（Sakata ら，2007）． 
第３章では,高濃度 G-1-P の生産を目的として，精製ホスホリラーゼを用
いて高濃度基質条件での平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）におよぼす基質
濃度や酵素濃度の影響について検討した（Sakata ら,2008）. その結果, 酵
素活性 1 Ｕ・ｍＬ-1の反応条件においては, グルコース基準の有効デキスト
リン濃度（ＣｅＧ，０）が 516 ｍＭ, リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）が 1500 ｍＭの
条件で 137 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）を得た．酵素活性 100 Ｕ・ｍＬ
-1の
反応条件においては, ＣｅＧ，０が 516 ｍＭ, Ｃｐ，０が 3000 ｍＭの条件で 230 
ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）を得た．さらに，見かけの平衡定数（Ｋａｐｐ）を
定義し，デキストリンとリン酸塩の初期濃度から平衡到達 G-1-P 濃度  
（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）を推算する関係式（式（3-6））を導出した． 
しかしながら，ホスホリラーゼによる実用的な G-1-P 製造プロセスを確
立するためには，安価な酵素源から酵素を効率よく回収し，それを繰り返し
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使用でき，さらに酵素と生成物の分離操作が不要な固定化ホスホリラーゼを
用いた連続生産プロセスが有効と考えられた． 
これまでに，固定化ホスホリラーゼを使った G-1-P 生成に関する研究に
関しては，第１章（Table1-5）に示したような報告例がある. Daurat ら（1982）
は，硫酸アンモニウムによりジャガイモジュースを部分的に精製して得たホ
スホリラーゼを，DE-52 cellulose， Octyl Sepharose 4B， Sepharose 4B に
固定化し，39.1 ｍＭの G-1-P が生成したと報告している. Kumar と Sanwal
（1981）は，ポリアクリルアミドのマトリクスに，Srivastava ら（1996）
は，卵の殻に，Pavgi-Upadhye と Kumar（1996）は，DEAE-cellulose とアル
ギン酸バリウムビーズにホスホリラーゼを固定化している. また，Venkaiah
と Kumar（1995）は，ジャガイモデンプン工場の排水からホスホリラーゼを
回収し，卵の殻に固定化している.しかしながら，これまでのホスホリラー
ゼの固定化に関する報告は，何らかの精製処理をほどこしたホスホリラーゼ
を用いた検討であった．また，これらの報告は，固定化による至適ｐＨや至
適温度の変化，安定性の向上等の基礎的な検討例がほとんどであり，生成さ
れた G-1-P の濃度も低く，実用的な G-1-P 生産プロセスの確立までは至って
いなかった. 
 本章では，実生産に適用可能な G-1-P 生産プロセス開発を目的として，コ
スト的要素も考慮して，未精製のジャガイモジュースからホスホリラーゼを
直接固定化する方法，および固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアク
ターによる高濃度 G-1-P の連続生産プロセスについて検討した. 
   
４-２ 実験方法 
４-２-１ 使用した試料 
本章では，G-1-P 生成反応の基質のデキストリンとして，松谷化学工業製
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（株）のパインデックス＃１００（平均重合度（ＤＰ）：25（ＤＰ≧8：95％））
を使用した．第３章で説明したように，パインデックス＃１００は，基質と
しての有効利用性，溶解度，コスト等の観点から実用的な基質として適して
いる．その他の試薬等は,第２章，第３章で使用したものと同じものを使用
した． 
ホスホリラーゼを固定化する担体としては,Table 4-1 に示した担体につ
いて検討した．Diaion(HPA-25,HP-20)，Sepabeads（FP-DA13，FP-HA13，FP-   
QAⅡ13，FP-OT13）および DiahopeS80 は三菱化学（株）製，DEAE-Sephadex
はファルマシア製を使用した．本研究においては，担体および固定化酵素の
量は，充填体積で表した． 
なお，ジャガイモデンプン工場排水中のホスホリラーゼを固定化する際
には,上川北部合理化澱粉工場（北海道）の排水を酵素源として用い現地に
て固定化実験を行った. 
 
４-２-２ ホスホリラーゼ固定化用担体の選択 
 市販のジャガイモの皮をむきジューサーを用いてジャガイモジュースを
得た.ジャガイモジュースを遠心分離（15000 Ｇ，15 分，5℃）し固形分を
取り除いた. Table 4-1 に示したそれぞれの担体 20 ｍＬを固形分を取り除
いたジャガイモジュース 200 ｍＬに添加し，25℃，82 ｒｐｍの条件で 5 時
間振とうしながら接触させた.その後，ふるいにより担体と液相を分離した．
担体を分離した後の液相中のホスホリラーゼ活性とタンパク質濃度を測定
した． 
 各種担体へのホスホリラーゼ活性およびタンパク質の吸着率は，それぞれ
式(4-1)，(4-2）より算出した. 
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 ＲＥ［％］ ＝（１－ＡＥ，５・ＡＥ，０
-1）・100      （4-1） 
 
 Ｒｐｒ［％］＝（１－Ｃｐｒ，５・Ｃｐｒ，０
-1）・100    （4-2）  
  
  ここで,ＡＥ，０は液相初期ホスホリラーゼ活性[Ｕ・ｍＬ
-1]，Ｃｐｒ，０は液
相初期タンパク質濃度[ｍｇ・ｍＬ-1]，ＡＥ，５は吸着 5 時間後の液相ホスホ
リラーゼ活性[Ｕ・ｍＬ-1]，Ｃｐｒ，５は吸着 5 時間後の液相タンパク質濃度 
[ｍｇ・ｍＬ-1]である. 
 
４-２-３ 固定化ホスホリラーゼの調製方法 
 まず，固定化用担体（HPA-25）への酵素の吸着量と吸着時間の関係につ
いて検討した．４-２-２項と同様にして，固形分を取り除いたジャガイモ
ジュースを得る．10 ｍＬの HPA-25 をジャガイモジュース 100 ｍＬに添加
し，25℃，82 ｒｐｍの条件で振とうしながら接触させた．所定時間ごとに
試料を採取し，液相中のタンパク質濃度を測定した． 
 ホスホリラーゼの固定化は，以下の２通りの方法で行った. 
４-２-３（１） 少量調製方法  
 HPA-25に対しジャガイモジュースを体積比で 1－20の割合で添加し，25℃，
82 ｒｐｍの条件で 5 時間振とうしながら接触させた. その後，ふるいによ
り担体と液相を分離し，担体体積の約 20 倍量の脱イオン水でホスホリラー
ゼを吸着させた担体を洗浄し固定化ホスホリラーゼを調製した. 調製した
固定化ホスホリラーゼを湿潤状態 5℃で保管した. 
 担体へのホスホリラーゼ活性の吸着量（ＷＥ）[Ｕ・ｍＬ-carrier
-1]およ
びタンパク質の吸着量，（Ｗｐｒ）[ｍｇ・ｍＬ-carrier
-1]は，それぞれ吸着
前後の液相中のホスホリラーゼ活性，タンパク質濃度の差分より算出した.  
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 調製した固定化ホスホリラーゼは，回分系での反応実験や小スケールのカ
ラム（0.047－4.5 Ｌ）に充填して連続反応実験に使用した. 
４-２-３（２） 大量調製方法 
ジャガイモデンプン工場排水中のホスホリラーゼを固定化する場合は， 
Figure 4-1 に示すステンレス製の大型カラムを用いて連続法で行った．大
型カラムは，内径 40 ｃｍのジャケット付ステンレス製カラムの上下に 60
メッシュの支持板を配している．まず，下部の支持板の上にグラスウールを
敷きその上に固定化用担体（HPA-25）充填し，さらにその上にグラスウール
を敷いてから上部支持板を載せた．ジャケットに 25℃にコントロールした
水を循環した. デンプン工場排水は，ろ過により粗大固形分を取り除きポン
プにより一定流速でカラムに送液した．カラム入口と出口の 280 ｎｍの吸
光度（タンパク質の濃度）が等しくなるまでデンプン工場排水を供給した．
その後，脱イオン水の供給に切り替え,カラム出口の 280 ｎｍの吸光度が検
出されなくなるまで洗浄した. 
調製した固定化ホスホリラーゼを充填したステンレス製カラムは，その
まま G-1-P 生成反応のリアクターとして使用した. 
 
４-２-４ 分析方法 
４-２-４（１） ホスホリラーゼ活性の測定 
    第２章,第３章と同じ方法で測定した． 
４-２-４（２） 生成 G-1-P 濃度の測定 
第２章,第３章と同じ方法で測定した． 
 
４-２-５ 固定化ホスホリラーゼを用いた G-1-P 生成反応 
 本章においては，デキストリン濃度は第３章（３-２-４項）で定義したグ   
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①鏡板
②フランジ
③メッシュ板（60メッシュ）
④ジャケット
Fig. 4-1    The design drawing of the 100 L column reactor
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ルコース分子基準のモル濃度（ＣＧ）からマルトテトラオース（Ｇ４：限界
デキストリン）を差し引いた有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）を用いた．例
えば，100 ｇ･Ｌ-1 のパインデックス＃１００（ＤＰ：25）のＣｅＧは 516   
ｍＭである． 
第３章において，ホスホリラーゼ活性 100 Ｕ・ｍＬ-1 において，初期有
効デキストリン濃度（ＣｅＧ ,０）516 ｍＭ，リン酸塩濃度（Ｃｐ ,０）3000    
ｍＭの条件で，230 ｍＭの G-1-P（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）を生成できたことを述べた
（Sakata ら，2008）．しかし，この条件でのリン酸塩の反応率は約 8％と小
さい．また，基質が析出する可能性があり，カラムリアクターの閉塞が心配
された．したがって，本章の固定ホスホリラーゼを用いた G-1-P 生成反応
は，パインデックス＃１００（ＤＰ：25）516 ｍＭ，リン酸塩 2000 ｍＭ  
(ＫＨ２ＰＯ４／Ｋ２ＨＰＯ４（モル比 7／8）)で行った． 
   ４-２-５（１） 回分反応 
    内容積 200 ｍＬの三角フラスコに基質溶液を 100 ｍＬ，防腐剤としてト
ルエン 2 ｍＬを仕込む．反応溶液中のホスホリラーゼ活性が 2 Ｕ・ｍＬ-1
になるように固定化ホスホリラーゼを添加して反応を開始する．反応は
40℃，82 rpm の振とう条件で行い，所定時間毎に反応溶液をサンプリング
し G-1-P 濃度を測定した． 
４-２-５（２） 連続反応 
 連続反応には，固定化ホスホリラーゼの充填体積が 0.047－100 Ｌのジャ
ケット付きカラムリアクターを使用した．ジャケットには温度制御された温
水を循環して 40℃で反応を行った．カラムリアクターへの基質溶液供給速
度はポンプにて制御した．所定時間毎にリアクター出口の G-1-P 濃度を測定
した． 
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４-３ 結果と考察 
４-３-１ ホスホリラーゼ固定化用担体の選択 
 Table 4-1 に，各種担体へのホスホリラーゼ活性とタンパク質の吸着率を
示す．Table 4-1 から HPA-25 と DEAE-Sephadex には，タンパク質に比較し
てホスホリラーゼ活性が選択的に吸着しジャガイモジュース中のホスホリ
ラーゼ活性の 95％以上が吸着していることがわかる．特に，DEAE-Sephadex
にはホスホリラーゼが高い選択率で吸着することがわかったが，コスト的な
面，および固定化酵素として使用する場合の強度的な面から，実用化には
HPA-25 の方が適していると考え本研究に使用する固定化ホスホリラーゼ用
担体としては，HPA-25 を選択した．なお，本研究で得られた Table 4-1 に
示す各種担体への吸着データからは，担体の母体や官能基の構造やイオン性
等とタンパク質の吸着量やホスホリラーゼの吸着量との関連性については
把握することができなかった． 
 
４-３-２ 吸着時間の決定 
 Figure 4-2 は，25℃における HPA-25 へのジャガイモジュース中のタンパ
ク質の吸着量と吸着時間の関係を示したものである．Figure 4-2 から吸着
時間が 3 時間以上では吸着量が一定になっていることがわかる．したがっ
て，以後の HPA-25 への吸着検討においては吸着時間を 5 時間とした． 
 
４-３-３ ホスホリラーゼの HPA-25 への吸着特性 
 Figure 4-3(a)，Figure 4-3(b)は，それぞれ，HPA-25 へのジャガイモジ
ュース中のタンパク質とホスホリラーゼ活性の 25℃における吸着等温線で
ある．本実験で使用したジャガイモジュース中のタンパク質濃度とホスホリ
ラーゼ活性は，それぞれ，15.7 ｍｇ・ｍＬ -1，5.5 Ｕ・ｍＬ -1 であり，
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Table 4-1  Adsorption of phosphorylase activity and protein to various carriers
Carriers Resin base
Active group 
Adsorption ratio    
phosphorylase activity (RE)  
Diaion HPA-25
(strongly basic)
DEAE-Sephadex
(weakly basic)
Sepabeads FP-DA13
(weakly basic)
Sepabeads FP-HA13
(weakly basic)
Sepabeads FP-QAII13
(strongly basic)
Sepabeads FP-OT13
(strongly basic)
Diaion HP-20
Diahope S80
Polystyrene
trimethyl ammonium-
97.9
Cross-linked dextran
diethyl aminoethyl-
95.1
Polyacrylic acid type
diethyl amino-
75.5
Polyacrylic acid type
end amino-
0
Polyacrylic acid type
diethanol ammonium-
14.2
Polyacrilic acid type
octoxy-
0
Polystyrene
(none) 
Activated carbon 5.5
23.1
Adsorption condition:   initial phosphorylase activity (AE,0): 3.81 U·mL-1; initial protein (Cpr,0): 12.2 mg·m
potato juice/carrier: 200 mL/20 mL; 5 h; 25ºC
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Fig.4-2 Adsorption time course of protein on HPA-25 at 25ºC:potato
juice:100 mL, HPA-25:10 mL,Cpr,0:17.9 mg·mL-1
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Fig. 4-2 Adsorption time course of protein on HPA-25 at 25ºC: potato
juice: 100 mL, HPA-25: 10 mL, Cpr,0: 17.9 mg·mL-1
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Fig. 4-3 Adsorption isotherm of protein (a) and phosphorylase (b) on HPA-25 at 25ºC;
solid line is calculated by the Freundlich equation:
(a) Wpr = 0.15 · Cpr,e2.11
(b) WE = 10.34 · AE,e0.40
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比活性は 0.35 Ｕ・ｍｇ-protein-1であった．タンパク質，ホスホリラーゼ
活性のいずれの吸着も，Freundlich 型の吸着等温式で整理できた． 
 
 Ｗｐｒ[ｍｇ・ｍＬ-carrier
-1]＝0.15・Ｃｐｒ，eｑ
2.11    （4-3） 
 
   ＷＥ[Ｕ・ｍＬ-carrier
-1]＝10.34・ＡＥ,eｑ
0.40      （4-4）   
 
ここで，Ｗｐｒは担体へのタンパク質吸着量[ｍｇ・ｍＬ-carrier
-1]，ＷＥ
は担体へのホスホリラーゼ活性吸着量[Ｕ・ｍＬ-carrier-1]，Ｃｐｒ，ｅｑは液
相平衡タンパク質濃度[ｍｇ・ｍＬ-1]，ＡＥ，ｅｑは液相平衡ホスホリラーゼ
活性[Ｕ・ｍＬ-1]である. 
Figure 4-4 は,Figure 4-3(a)，(b)のデータをタンパク質吸着量とホスホ
リラーゼ活性吸着量の関係で再整理したものであり，直線関係が得られた．
この直線の傾きから，HPA-25 に吸着したホスホリラーゼの比活性は約 0.7 
Ｕ・ｍｇ-protein-1 と推算された．したがって，Figure 4-3 の実験で得ら
れた固定化ホスホリラーゼの比活性は原料として用いたジャガイモジュー
スの 2 倍となった．ところで，４-３-１項に示した Table 4-1 の HPA-25 へ
の吸着データからは，HPA-25 に吸着したホスホリラーゼの比活性は，原料
ジャガイモジュースの約 3.4 倍（＝97.9/28.9）になっており，Figure 4-3
の実験で得られた固定化ホスホリラーゼより比活性の増大が大きいことが
わかる．これは，それぞれの実験に使用したジャガイモの違いによるものと
考えられる．すなわち，本研究においては，ホスホリラーゼの原料として農
産物であるジャガイモを使用しているため，原料組成は品種，収穫時期，産
地等による影響を受けることは避けることができないと考えられる．したが
って，吸着等温式のパラメータや比活性の絶対値は原料とするジャガイモに           
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Fig.4-4 Relation between the amount of protein (Wpr), 
and  phosphorylase activity (WE) which absorbed 
on HPA-25: The solid line is the approximation 
obtained by the least-squares method. (WE = 0.70 
· Wpr - 2.49)
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Fig. 4-4 Relation between the amount of protein (Wpr), 
a d  phosphorylase activity (WE) which absorbed 
on HPA-25: The solid line is the approximation  
obtained by the least-squares method (WE = 0.70 
· Wpr - 2.49)
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よりバラツキが生じるが，ジャガイモジュース中のホスホリラーゼを選択的
に HPA-25 に固定化できる点に関しては原料のジャガイモに関係なく行える
ものと考えられ，G-1-P の実用生産のための固定化ホスホリラーゼの調製方
法として有用な知見が得られた． 
 
４-３-４ 回分反応での固定化ホスホリラーゼによる G-1-P 生成反応 
     固定化ホスホリラーゼによる G-1-P の生成反応について，まず，回分系で
の検討を行った．G-1-P の実用的な生産においては，固定化ホスホリラーゼ
を用いて高基質濃度系で反応を行い，高濃度の G-1-P を得ることが重要であ
る．Table 4-2 に，初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ，０）が 516 ｍＭ，リ
ン酸塩濃度（Ｃｐ，０）が 2000 ｍＭの条件で，固定化ホスホリラーゼおよび，
遊離の精製ホスホリラーゼを用いて G-1-P 生成反応を行った結果を示す．ホ
スホリラーゼ活性が 2 Ｕ・ｍＬ-1 の場合，固定化ホスホリラーゼの平衡到
達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）は，遊離酵素の約 1.2（＝165/135）倍高いこと
がわかる．第３章（３-３-２項）において，遊離の精製ホスホリラーゼ 1 Ｕ・
ｍＬ-1の場合，ＣＧ1Ｐ，ｅｑの最大値は 137 ｍＭであり，リン酸塩濃度を 2000 
ｍＭ以上に高くしてもＣＧ1Ｐ，ｅｑはかえって低下した．このような挙動は，
リン酸塩による阻害の影響によるものと考察した．一方，遊離のホスホリラ
ーゼに比べて固定化ホスホリラーゼの方が高い G-1-P が得られるのは，固定
化ホスホリラーゼではリン酸塩による阻害の影響が低減されているためと
考えられる．すなわち，固定化担体内部へのリン酸塩の拡散の影響により，
固定化担体内部のリン酸塩濃度は基質溶液本体の濃度よりも低くなり，ホス
ホリラーゼへの阻害の影響が低減されたものと推察された．したがって，本
固定化ホスホリラーゼは，高濃度基質系での G-1-P 生成反応に有効であると
考えられた． 
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４-３-５ 固定化ホスホリラーゼによる連続反応の目標生成 G-1-P 濃度 
     ４-２-５項の（２）（連続反応の実験方法）で説明したように，固定ホス
ホリラーゼを充填したカラムリアクターによる G-1-P 生成反応は，パインデ
ックス＃１００（ＤＰ：25）516 ｍＭ，リン酸塩 2000 ｍＭ(ＫＨ２ＰＯ４／       
Ｋ２ＨＰＯ４（モル比 7／8）)で行った．このような初期基質条件で得られる
最大 G-1-P 濃度は，第３章で示した精製ホスホリラーゼ活性 100 Ｕ・   
ｍＬ-1 の場合の平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）と初期有効デキストリン
濃度 （ＣｅＧ，０），リン酸塩濃度（Ｃｐ，０）の関係式（3-6）より 186 ｍＭ
と推算できる（Sakata ら，2008）．この数値は，十分な酵素活性を有する場
合の平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ，ｅｑ）と考えられ，固定ホスホリラーゼに
よる G-1-P 生成反応においても 186 ｍＭを目標 G-1-P 生成濃度とした． 
 
４-３-６ カラムリアクターを用いた連続 G-1-P 生成反応における固定化
ホスホリラーゼの安定性 
 Figure 4-5 は，担体充填体積当たりの酵素活性（ＡＩＥ）が 14.1 Ｕ・   
ｍＬ-carrier-1 の固定化ホスホリラーゼを 270 ｍＬ充填したカラムリアク
ターを用いて，平均滞留時間（τ）41.7 時間，空塔線速度（ＳＬＶ）0.0034     
ｍ・ｈ-1の操作条件で長期連続反応を行った結果である．ＳＬＶは，以下の
式(4-5)から算出できる値である． 
     
      ＳＬＶ［ｍ・ｈ-1］＝Ｆ・Ａ-1     （4-5） 
     
ここで，Ｆは基質の供給速度［ｍ3・ｈ-1］，Ａはカラムリアクターの断面
積［ｍ2］である． 
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Fig.4-5 Continuous production of G-1-P by the column reactor:
ID: 50 mm,H: 140 mm, immobilized phosphorylase: 270 mL 
(3818U), AIE: 14.1 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex#100),
CP,0: 2000 mM, supply velocity of substrate: 6.6 mL·h-1, mean 
residence time: 41.7 h, SLV: 0.0034 m ·h-1, 40ºC
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Fig. 4-5 Continuous production of G-1-P by the column reactor:
ID: 50 mm; H: 40 m; immobilized phosphorylas : 27  mL
(3818U); AIE: 14.1 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex#100);
CP,0: 2000 mM; supply velocity of substrate: 6.6 mL·h-1; mean 
residence time: 41.7 h; SLV: 0.0034 m ·h-1; 40ºC
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 Figure 4-5 に示すように，本固定化酵素を充填したカラムリアクターに
おいては 330 日以降において若干 G-1-P 生成濃度（ＣＧ１Ｐ）の低下が見ら
れたが，1 年以上にわたって G-1-P を安定に生産できることが確認できた．
また，この期間中に供給した基質溶液はカラムリアクターの体積の約 235
倍であった． 
さらに，Figure 4-5 の 330 日までの G-1-P 生成濃度の平均値は 188 ｍＭ
であり，前項（４-３-５）で推算した目標 G-1-P 濃度を達成できているこ 
とがわかった． 
なお，HPA-25 へのホスホリラーゼの吸着は，４-３-３項（Figure 4-3）
で示したように可逆的であると考えられるが，本固定化ホスホリラーゼは，
Figure 4-5 に示されたように 1 年以上もの長期間安定に G-1-P を生産する
ことができた．これは，Table 4-1 に示したように，HPA-25 に対してホスホ
リラーゼは非常に親和性が高く，反応中のホスホリラーゼの脱離速度が非常
に遅いためであると考えられる．  
 これらの結果（固定化ホスホリラーゼの安定性，G-1-P 生成濃度）より，
本固定化酵素を充填したカラムリアクターを用いた G-1-P 製造プロセスの
実用化の可能性が示唆された． 
 
４-３-７ G-1-P 生産性におよぼすＳＬＶ（空塔線速度）の影響 
 固定化ホスホリラーゼを充填した実用的なカラムリアクターとしては，で
きるだけ短時間で平衡到達 G-1-P 濃度に到達できる高効率のリアクターを
設計する必要がある．そのためには，固定化ホスホリラーゼ表面近傍の物質
移動を正確に把握する必要があり，平均滞留時間一定条件下において，G-1-P
生産性におよぼすＳＬＶの影響について検討した． 
Figure 4-6 に，平均滞留時間（τ）10 時間の一定条件において，担体充
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填体積当たりの酵素活性（ＡＩＥ）22.7 Ｕ・ｍＬ-carrier
-1 の固定化ホスホ
リラーゼを用いて実験した結果を示す．この実験で用いた固定化ホスホリラ
ーゼは，本研究の一連の検討において調製した固定化ホスホリラーゼの中で
最も高い活性を有しており，固定化ホスホリラーゼ表面近傍の拡散抵抗の影
響が最も大きくなることが予想される条件で検討したことになる．また，
Figure 4-6 に示す各実験データは，平均滞留時間の 3.5－20 倍の時間連続
運転し G-1-P 生成濃度（ＣＧ１Ｐ）が定常に達している状態でのデータである．
Figure 4-6 から，ＣＧ１ＰはＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ
-1 までは徐々に増大してい
ることがわかる．すなわち，ＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ-1 までは，固定化酵素表
面近傍の外部境膜拡散抵抗が無視できないことを示している．この結果から，
外部境膜拡散抵抗を無視できるカラムリアクターの操作条件として，ＳＬＶ
は 0.03 ｍ・ｈ-1 以上とした． 
さらに，Figure 4-5 で示された固定化ホスホリラーゼの１年以上にわた
る高い安定性に関しては，Figure 4-5 の実験をＳＬＶ 0.0034 ｍ・ｈ-1 の条
件で行っていることから，固定化ホスホリラーゼ表面近傍の拡散抵抗の影響
によりカラム出口の G-1-P 濃度（ＣＧ１Ｐ）が一定に維持されている可能性も
考えられた（Ooshima と Harano，1983）． 
 
４-３-８ G-1-P 生産性におよぼすＳＶ（空間速度）の影響 
４-３-３項で説明したように，本研究においては，ホスホリラーゼの原料
として農産物であるジャガイモを使用しているため，原料組成は品種，収穫
時期，産地等による影響を受けることは避けることができない．そのため，
得られる固定化ホスホリラーゼの活性にもバラツキが生じる．本研究では，
実用的なパラメータとしてＳＶ（空間速度）を以下のように定義した．すな
わち，ＳＶは単位ホスホリラーゼ活性当たりの一定濃度の基質（本
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Fig.4-6 Effect of superficial linear velocity (SLV) on CG1P:
AIE: 22.7 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex#100),
CP,0: 2000 mM, mean residence time: 10 h, 40ºC.
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Fig. 4-6 ffect of superficial lin ar velocity (SLV):
AIE: 22.7 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex#100);
CP,0: 2000 mM; mean residence time: 10 h; 40ºC
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研究では，ＣｅＧ，０：516 ｍＭ，Ｃｐ，０：2000 ｍＭ）の供給速度である． 
 
    ＳＶ［ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1］＝Ｆ・（Ｖ・ＡＩＥ）
-1 （4-6） 
 
 ここで，Ｖはカラムリアクター中の固定化ホスホリラーゼの充填体積 
[ｍＬ]である． 
 ＳＬＶが 0.03 ｍ・ｈ-1 以上の操作条件で，種々の活性を有する固定化ホ
スホリラーゼ（7.9－22.7 Ｕ・ｍＬ-carrier-1)を用いて種々の固定化ホス
ホリラーゼの充填体積（0.047－4.5 Ｌ）の実験を行い，G-1-P 生成濃度   
（ＣＧ１Ｐ）とＳＶの関係を Figure 4-7 に示した．また，固定化ホスホリラ
ーゼ単位活性当たりの G-1-P 生成速度とＳＶの関係を Figure 4-8 に整理し
た．さらに，Figures 4-7，4-8 には，次項（４-３-９）で述べる 100 Ｌカ
ラムでの実験データ（黒塗り）も示した．Figures 4-7，4-8 に示す実験デ
ータも平均滞留時間の 3.4－20.1 倍の時間連続運転した後のＣＧ１Ｐであり
定常に達している状態のデータである． 
Figure 4-7 から，固定化ホスホリラーゼ活性の大きさによらず，ＳＶが
6×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 以下の範囲になるようにリアクター操作を設定する
ことで，高濃度の G-1-P（186 ｍＭ）が得られ，ＳＶが 6×10-9 ｍ3・Ｕ-1・
ｈ-1 をこえるとＣＧ１Ｐは徐々に低下することがわかる．一方，Figure 4-8 に
示すように固定化ホスホリラーゼ単位活性当たりの G-1-P 生成速度はＳＶ
の増大とともに大きくなる．したがって，G-1-P の生産性の観点からは，     
ＣＧ１Ｐを若干犠牲にして高いＳＶ条件での操作が効率的であると考えられ
る． 
反応工程において，生成 G-1-P の高濃度化を目指すか，高生産性を目指
すのかは，G-1-P の必要量，要求される純度，使用目的，コスト等を考慮し
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Fig. 4-7 Effect of space velocity (SV): CeG,0: 516 mM (Pindex#100), CP,0: 
2000 mM; SLV: more than 0.03 m·h-1; 40ºC; AIE [U·mL-carrier-1],
○, 22.7; □, 11.0; △, 9.2; ◇, 7.9; ●, 14.1 (100- L column); ▲, 8.7
(100-L column)
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Fig. 4-8 Effect of space velocity (SV) on Productivity of G-1-P: CeG,0: 516 mM
(Pindex#100), CP,0: 2000 mM, SLV: more than 0.03 m·h-1, 40ºC, AIE [U·
mL-carrier-1], ○, 22.7; □, 11.0; △, 9.2; ◇, 7.9; ●, 14.1 (100-L column); 
▲, 8.7 (100-L column)
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て適当なＳＶを選択して操作できる． 
 
４-３-９ 大型カラムでの G-1-P 連続生産 
これまでの検討において，初期有効デキストリン（ＣｅＧ，０）516 ｍＭ，
リン酸塩（Ｃｐ，０）2000 ｍＭの場合，固定化ホスホリラーゼを充填したカ
ラムリアクターの操作条件を，ＳＬＶを 0.03 ｍ・ｈ-1 以上，ＳＶを 6×10-9 
ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 以下に設定することにより，上記初期基質濃度における平衡
到達濃度の G-1-P（186 ｍＭ）が得られることがわかった．そこで，大型カ
ラムリアクターにおいても G-1-P の生産性を確認した． 
Figure 4-9 は，固定化ホスホリラーゼ充填体積が 100 Ｌのカラムリアク
ターに，酵素活性 14.1 Ｕ・ｍＬ-carrier-1の固定化ホスホリラーゼを充填
し，ＳＬＶを 0.034 ｍ・ｈ-1，ＳＶを 3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 の条件で     
G-1-P 生成反応の連続運転を行った結果である．Figure 4-9 に示すように，
100 Ｌカラムにおいてもラボスケールと同様に 185 ｍＭの G-1-P を連続的
に生産できることがわかった．この結果から，100 Ｌカラムでの G-1-P  
（Ｋ塩）生産能力は乾燥重量にして約 2ｔ・year-1と推算される．また，実
生産において固定化ホスホリラーゼ充填量 4 ｍ3のカラムリアクターを用い
るとすると，約 80 t・year-1 の G-1-P（Ｋ塩）を生産できると推算できる．
さらに，４-３-８項で述べたように，目標とする生成 G-1-P 濃度を少し低下
させることで，G-1-P 生産能力を高めることができる．例えば，Figures 4-7，
4-8 よりＳＶを 10×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 に設定することで，生成 G-1-P 濃度
は 150 ｍＭ程度に低下するが，G-1-P の生産性は上記の約 3 倍（約 240 t・
year-1）に向上すると推定される．このような，生産能力は実用的に十分適
用できるものと考えられる． 
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Fig.4-9    Continuous production of G-1-P by the 100 L column reactor:
ID: 400 mm, H: 796 mm, immobilized phosphorylase:100  L
(1,410,000 U), AIE:14.1 U·mL-carrier-1, CeG,0: 516 mM (Pindex
#100), CP,0: 2000 mM, supply velocity of substrate: 4.3 L·h-1, 
SV: 0.0031 mL·U-1· h-1, SLV: 0.034 m·h-1, 40ºC
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Fig. 4-9       Continuous production of G-1-P by the 100-L column reactor:
ID: 400 mm; H: 796 m ; immobilized phosphorylase:100  L
(1,410,000 U); AIE:14.1 U·mL-carrier-1; CeG,0: 516 mM (Pindex
#100); CP,0: 2000 mM; supply velocity of substrate: 4.3 L·h-1; 
SV: 3.1 × 10-9 m3· U-1· h-1; SLV: 0.034 m·h-1; 40ºC
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４-４ 結論 
実用生産に適用できる G-1-P 生産プロセスの開発を目的として，固定化ホ
スホリラーゼの調製方法および固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリ
アクターによる高濃度 G-1-P 連続生産プロセスについて検討し，以下の知見
得た．  
１．ジャガイモジュースやデンプン工場排水から直接ホスホリラーゼを選択
的に HPA-25（強塩基性陰イオン交換樹脂）に固定化できることがわかっ
た． 
２．HPA-25 に固定化したホスホリラーゼは，基質溶液中で安定であり固定
化ホスホリラーゼを充填したカラムリアクターにおいては，１年以上に
わたって，酵素活性の低下もほとんど無く安定に G-1-P を生産できるこ
とがわかった． 
３．固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアクターの設計においては，     
空塔線速度（ＳＬＶ）と空間速度（ＳＶ）が重要な操作因子であり，   
ＳＬＶを 0.03 ｍ・ｈ-1 以上，ＳＶを 6×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 以下に設定
することにより，高濃度の G-1-P を連続生産できることがわかった  
（ＣｅＧ，０：516ｍＭ，Ｃｐ，０：2000 ｍＭにおいてＣＧ１Ｐ，ｅｑ：186 ｍＭ）． 
４．固定化ホスホリラーゼ充填体積 100 Ｌの大型カラムリアクターにおい
ても，ＳＬＶ：0.034 ｍ・ｈ-1，ＳＶ：3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 において，
185 ｍＭの G-1-P を連続的に生産できることを確認した．100 Ｌカラム
での G-1-P（Ｋ塩）生産能力は乾燥重量にして約 2ｔ・year-1 と推算され
た． 
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第４章で使用した記号 
 Ａ   ＝cross-sectional area of column reactor      ［ｍ2］ 
 ＡＥ   ＝phosphorylase activity             ［Ｕ・ｍＬ
-1］ 
 ＡＩＥ  ＝enzymatic activity of immobilized phosphorylase 
                                            ［Ｕ・ｍＬ-carrier-1］ 
 ＣｅＧ  ＝effective dextrin concentration based on glucose 
 unit                                       ［ｍＭ］ 
 ＣＧ  ＝dextrin concentration based on glucose unit ［ｍＭ］ 
 ＣＧ１Ｐ  ＝concentration of G-1-P             ［ｍＭ］ 
 ＣＰ   ＝concentration of phosphate                 ［ｍＭ］ 
 ＣＰｒ   ＝concentration of protein             ［ｍｇ・ｍＬ
-1］ 
 Ｆ    ＝volumetric flow rate of substrate          ［ｍ3・ｈ-1］ 
 ＲＥ   ＝adsorption ratio of phosphorylase activity  ［％］ 
 ＲＰｒ   ＝adsorption ratio of protein                 ［％］ 
 ＳＬＶ ＝superficial linear velocity                ［ｍ・ｈ-1］ 
 ＳＶ  ＝space velocity               ［ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1］ 
 Ｖ   ＝filling volume of the immobilized phosphorylase［ｍＬ］ 
 ＷＥ  ＝adsorption amount of phosphorylase activity 
             ［Ｕ・ｍＬ-carrier-1］ 
 ＷＰｒ  ＝adsorption amount of protein      ［ｍｇ・ｍＬ-carrier
-1］ 
 τ   ＝mean residence time                     ［ｈ］ 
 
＜Subscripts＞ 
 ０   ＝initial 
 ５   ＝5 ｈ 
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 ｅｑ  ＝equilibrium 
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第５章 総括  
 
本論文は，医薬品，ヘルスケア関連商品，多糖およびその糖誘導体の化学
的，生化学的合成の反応原料等への用途が期待される G-1-P の実用的な生産
プロセスの確立を目的として，ホスホリラーゼにより G-1-P を効率よく生成
する反応システムの開発について検討した研究結果をまとめたものである．  
まず，精製したジャガイモホスホリラーゼを用いて，加リン酸分解反応の
反応動力学について検討した．次いで，同様に精製ホスホリラーゼを用いて，
高濃度基質条件において高濃度 G-1-P を得るための反応条件について検討
した．さらに，実用的規模の生産に適用できる具体的な反応システムの開発
を目的として，固定化ホスホリラーゼによる G-1-P 合成プロセスについて検
討した．以上のような検討を行った結果，以下の成果が得られた． 
 
Ⅰ． ジャガイモから精製したホスホリラーゼを用いて，デキストリンの
加リン酸分解反応の反応初速度について動力学的検討を行った．その
結果，加リン酸分解反応の反応初速度は，デキストリンの鎖長や分岐
にかかわらずデキストリンの非還元末端濃度との関係で整理できた．
ホスホリラーゼによるデキストリンの加リン酸分解反応においては，
デキストリン，リン酸塩のいずれも，低濃度領域においても基質阻害
が認められた（デキストリンの阻害定数：8.23 ｍＭ，リン酸塩の阻害
定数：421 ｍＭ）．さらに，本反応は，迅速平衡ランダム Bi Bi メカ
ニズムとデキストリンとリン酸塩の基質阻害の影響とを複合した反応
モデルで整理できることがわかった．上記反応メカニズムと実験デー
タから，初期基質濃度と反応初速度の関係式（式（2-5））を導出した．
当該関係式より，ＣＤｅ，０が 1.42 ｍＭ，ＣＰ，０が 52.2 ｍＭのとき最
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も大きな反応初速度ＶＧｉ（0.86 ｍＭ･min
-1）が得られると推算された． 
 
Ⅱ． 大きな反応初速度が得られる基質濃度は小さいため，初速度を大き
く設定することでは G-1-P の高濃度生産は見込めない．そこで，高基
質濃度下での G-1-P の実用的な生産に適用できる反応条件について検
討した．酵素には，ジャガイモから精製したホスホリラーゼを用いた．
デキストリンの濃度をグルコース基準のモル濃度（ＣＧ）で表し，ＣＧ
からマルトテトラオース（Ｇ４：限界デキストリン）分を除いたグルコ
ース基準のデキストリン濃度を有効デキストリン濃度（ＣｅＧ）と定義
した．酵素活性，初期リン酸塩濃度（ＣＰ，０）が一定の場合，平衡到
達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）はグルカンの鎖長や分岐度にかかわらず，
初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）との関係で整理できた．ホスホ
リラーゼ活性が 1 Ｕ・ｍＬー１の条件では，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭまでの
濃度において，ＣＰ ， ０が 1500 ｍＭ周辺の条件において最も高い   
ＣＧ1Ｐ,ｅｑが得られた．これより高いリン酸塩濃度では，ＣＧ1Ｐ,ｅｑは低
くなった．これは，高濃度のリン酸塩による酵素への可逆的な阻害の
影響と考えられた．ホスホリラーゼ活性が 100 Ｕ・ｍＬ-１の条件では，
ホスホリラーゼに対するリン酸塩の阻害の影響は低減された．その結
果，ＣｅＧ,０が 516 ｍＭ，ＣＰ，０が 3000 ｍＭの条件で 230 ｍＭの G-1-P
が得られた．この生成 G-1-P 濃度は，Nidetzky ら(1997)が報告してい
る生成 G-1-P 濃度（70 ｍＭ）の 3.3 倍であった．さらに，見かけの平
衡定数Ｋａｐｐを定義し，初期有効デキストリン濃度（ＣｅＧ,０）と初期
リン酸塩濃度（ＣＰ，０）から平衡到達 G-1-P 濃度（ＣＧ1Ｐ,ｅｑ）を推算
できる関係式（式（3-6））を導出した．この推算式を使って得られた
ＣＧ1Ｐ,ｅｑとＣｅＧ,０およびＣＰ，０の関係を Figure 3-13 に示した．Figure 
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3-13 は，高濃度 G-1-P を得るための反応条件の設定に有効である．  
 
Ⅲ． 実用生産に適用できる G-1-P 生産プロセスの開発を目的として，固定
化ホスホリラーゼの調製方法および固定化ホスホリラーゼを充填した
カラムリアクターによる高濃度 G-1-P 連続生産プロセスについて検討
した．ジャガイモジュースやデンプン工場排水を精製することなく直
接ホスホリラーゼを選択的に HPA-25（強塩基性陰イオン交換樹脂）に
固定化できることがわかった．HPA-25 に固定化したホスホリラーゼは，
基質溶液中で安定であり固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリア
クターにおいては，１年以上にわたって，酵素活性の低下もほとんど
無く安定に G-1-P を生産できることがわかった．固定化ホスホリラー
ゼを充填したカラムリアクターの設計においては，空塔線速度   
（ＳＬＶ）と空間速度（ＳＶ）が重要な操作因子であり，これらを最
適化することにより, 第３章で得られた精製ホスホリラーゼ用いた場
合と同じく高い平衡到達 G-1-P 濃度が得られた（ＣｅＧ，０：516ｍＭ,  
Ｃｐ，０：2000 ｍＭ，ＣＧ１Ｐ，ｅｑ：186 ｍＭ）．固定化ホスホリラーゼ充
填体積 100 Ｌの大型カラムリアクターにおいても，ＳＬＶが 0.034 
ｍ・ｈ-1，ＳＶが 3.1×10-9 ｍ3・Ｕ-1・ｈ-1 において，185 ｍＭの G-1-P
を連続的に生産できることを確認した. 100 Ｌカラムでの G-1-P（Ｋ塩）
生産能力は乾燥重量にして約 2ｔ・year-1と推算された．さらに，得ら
れた知見をもとに実用スケールのリアクターを推定した．例えば，固
定化ホスホリラーゼ充填量 4 ｍ3 のカラムリアクターを用いるとする
と，185 mM の G-1-P（Ｋ塩）を乾燥重量にして約 80 t・year-1 の能力
で生産できると推算できた．このような G-1-P の生産能力は，実用的
に十分適用できるレベルである．  
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 以上総括すると，本研究の結果，固定化ホスホリラーゼを用いた実用的な
G-1-P の生産プロセスに適用できる高生産反応システムを提案できた．  
ただし，反応工程では，生成 G-1-P 濃度を高めるためには基質過剰条件で
反応を行う必要がある．したがって，G-1-P 生産プロセスを完成させるため
には，反応終了液からの効率的な G-1-P 精製方法や過剰基質の回収再利用方
法についても研究開発が必要と考えられる． 
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